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1. Bevezetés

“Az vagy, amit megeszel.” A mara mar kozhellyé valt mondas megalkotdja akkoriban
valoszinlileg még nem szamolt azzal a ténnyel, hogy mar egy szimpla ndvényi résszel egylitt
egy komplett 0koszisztémat is elfogyasztunk. Az elmult néhany évtized kutatdsa ugyanis
ravilagitott arra, hogy természetes koriilmények kozott a ndvények belsd szovetei, sejtjei egy
diverz baktérium és gomba kozosségnek adhatnak otthont. Jellemzden ezek az éldlények
lathato tiinetek nélkiil kolonizaljak a gazdandvényt, st még segithetik is annak fejlodését,
patogénekkel szembeni tulélését, stb.

Jelen értekezés alapjaul szolgdld kutatdmunkank soran mi is ezen él6lényeket
vizsgaltuk, elsésorban arra a kérdésre keresve a valaszt, hogy milyen molekuléris szintii
kapcsolatok jatszanak szerepet az endofiton fonalas gombak ¢és a gazdandvény kozotti
interakciokban. Vizsgalataink a Brassicaceae ndvénycsalad egyik képviselgje, a torma
(Armoracia rusticana) gomba-kozdsségének megismerésére iranyultak. Ez a ndvény nem
csak ¢élelmiszeripari ¢és molekuldris biologiai (a tormaperoxidaz enzimet szamos
immunhisztokémiai és ELISA moddszerben hasznaljdk) vonatkozasa miatt fontos, de
farmakologiai szempontbol is jelentds lehet kemopreventiv tulajdonsdga miatt. A névény
tovabba diverz antimikrobidlis vegyiiletek eldallitasara képes, mely szamos izgalmas kérdést
vet fel azzal kapcsolatban, hogy hogyan képes egy valtozatos és komplex mikrobialis
kozosség kialakulni egy ilyen zord kémiai kdrnyezetben.

Munkank soran lehetdségiink adodott arra, hogy ezen interakciokat in vitro €s in vivo
modellekben is vizsgaljuk. Tormagydkerekbdl szamos endofiton fonalas gombat sikertilt
izolalnunk és hossz tdvon fenntartanunk, melyekben headspace GC-MS technikaval azt
vizsgaltuk, hogy tormagyokerekbdl készitett kivonaton inkubalva milyen illékony szerves
vegyiiletek (VOC) eloallitasara képesek. Ezen feliil, az elmult néhany évben alkalmunk volt
arra, hogy egy kisérleti mezdgazdasagi telepen, szabadfoldi koriilmények kdzott termesztett
tormafajtakbol vegyiink tobb mint szaz gyokérmintat, hogy metabolomikai és metagenomikai
modszerekkel feltarhassuk a gombakodzOsség és a torma metabolitjai kozotti in vivo
interakcidkat.

Az altalunk alkalmazott modszerek koziil kiemelendé a metabolomika, mely a tobbi
“omikdhoz” hasonldan szintén egy interdiszciplinaris teriilet, szdmos tudomanyag (miiszeres
analitika, informatika, adattudomany) eszkozeit alkalmazza annak érdekében, hogy egy
biologiai rendszer teljes metabolit készletét vizsgalhassuk. A klasszikus analitikai

eljarasokkal szemben, melyeknél elsdsorban csak néhany jol definialt 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 vizsgéalt szervezet
pillanatnyi allapotarol.

Ezen modszerekkel az alabbi kérdésekre szerettiink volna valaszt kapni
kutatomunkank soran: Képesek-e az endofitonok, illetve a gazdandvény kornyezetében €16
talajlakd gombak a ndvény metabolit készletét hasznositani? Amennyiben igen, milyen
illékony anyagcseretermékek utalhatnak erre? Van-e kiillonbség az endofiton és talajgombak
kozott a ndvény altal termelt vegyiiletek felhasznalasat illetéen? Tovabba f6 kérdésiink volt
még, hogy a gazdandvény kémiai Osszetétele befolydsolja-e a benne ¢él6 gombakdzosség
Osszetételét? Milyen vegyliletek, vegyiiletosztdlyok szerepe szignifikdns az ilyen

interakcidkban?



2. Célkituzések

Doktori értekezésemet megalapozd kutatdmunkdnk soran az aldbbi célkitiizéseket

fogalmaztuk meg:

- Novényi extraktumokon inkubalt endofiton és talajgombik gdzterében talalhato
illékony szerves vegyliletek (VOC) meghatarozasat terveztiik, hogy megvizsgaljuk a
tormaban ¢és kornyezetében €16 gombak képesek-e a novényre jellemzd metabolitokat
felhasznalni, atalakitani.

- Terveztik tovdbba szabadfoldi koriilmények kozott termesztett tormafajtak
gyokereiben talalhatdé gombakozosségeket feltarni metagenomikai (amplikon
szekvenalas) modszerekkel, ezzel minél tobb informaciot nyerve arrdl, hogy milyen
taxonok alkotjak ezen novény endoszférajat.

- A vizsgalt tormagyokerekbdl metabolomikai vizsgalatokat is terveztiink a ndvény
metabolit készletének részletes feltérképezése érdekében. Terveztilk tovabba a
metabolomikai mérésekbdl szadrmazd vegyiiletjeloltek részletesebb azonositasat
legalabb vegyiiletosztalyok szintjén.

- Végezetill azt terveztiik feltarni, hogy a gazdandvény és mikrobiomja kdzott milyen
kémiai kolcsonhatasok vannak, milyen vegyiiletek felelnek a gombakdzosség
Osszeszerelodéseéért ¢és milyen gombataxonok befolyasoljdk a gombakozosség

Osszetételét.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Illékony szerves vegyiiletek (VOC) vizsgalata torma-asszocialt gombak gézterében

A tormakivonatot az aldbbi protokoll alapjan készitettiik: kb. 500-1000g friss,
egészséges tormagyoOkeret nagy darabokra vagtunk, 30 percig vizben foztilk a mirozindz
enzim inaktivalasa érdekében, majd 3:2 olddszer:nyerstomeg aranyban metanollal
homogenizaltuk. A metanolos elegyet 30 percig forraltuk golyoshiité alkalmazasa mellett. Az
igy kapott kivonatot lesziirtiik, és rotacios vakuumbepdarldban kozel szarazra paroltuk, majd
nagyjabol a gydkerekben 1évé vizmennyiségben (jellemzden a nyerstomeg 70%-a) Gjra
szuszpendaltuk. A folyadékot elOszlirés utan sterilre sziirtiik 0,20 pm porusatmérdjii PES
membranon, majd -24 °C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig. A kivonatot sziikség esetén 2%
steril agarral egészitettiik ki.

A jelen dolgozatban szerepld gombatorzseket méar korabban izolaltdk a Novénytani
Tanszék munkatarsai (Szlics et al., 2018). A talajgombakat a tormék termesztésére hasznalt
teriilet novénymentes pontjairdl izolaltak. Az E1-E7 izolatumok fajszintli azonositdsa mar
kordabban megtortént (Sziics et al., 2018). A tobbi torzs esetében a taxondmiai azonositast az
ITS (Internal Transcribed Spacer), o-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 gombakat.

A kiilonbozé gombatdrzsek altal kibocsatott VOC-ok méréséhez a gombakat
autokldvozott headspace kromatografids tiivegekben inkubaltuk. 1 mL meleg, agarral
kiegészitett kivonatot pipettaztunk az livegekbe, amelyeket ezutan addig forgattunk, amig a
kivonat vékony filmrétegként megszilardult az iiveg alsé részében. A headspace iivegek
egyenletes beoltasdhoz minden gombatorzsbdl folyékony szuszpenziot készitettiink. A
gombakat 30 mL MEB tapoldatban, 200 rpm fordulatszdmon razatva, szobahdmérsékleten
7-10 napig tenyésztettiik. A micéliumokat MiniMix CC homogenizator segitségével
homogenizaltuk steril BagPage zacskokban. Az igy eldallitott szuszpenzidkat 2 percig
centrifugdltuk 13500 rpm-en, majd a micéliumokat steril vizzel mostuk. A
gombaszuszpenziokat inokulacio elétt 4 °C-on taroltuk. Mivel a morfologia és
konidiumképzd képesség fajonként kiilonbozhet, ezért szaraztomeg alapon standardizaltuk az

inokulacios mennyiséget, amit liofilezéssel hataroztunk meg.



A headspace iivegek inokulacidja soran 500 pL térfogatt, 500 pg szaraztomeggel
ekvivalens gombaszuszpenziot pipettdztunk az iivegekbe. Végezetiil az iivegeket lezartuk,
majd szobahémérsékleten inkubaltuk legalabb 3 napig. Az egyes tenyészetek légterébdl az
inokulaciot kovetd 3. €s 4. napon vettlink mintat. A kisérletet két bioldgiai ismétléssel, tehat
gombanként Osszesen 4 replikaval végeztilk. Annak érdekében, hogy megbizonyosodjunk
afeldl, hogy a kéntartalmt vegytiletek a tormakivonatok specializalt anyagaibdl keletkeznek,
kontroll tenyészeteket is inokulaltunk MEB téaptalajra. Ezeket egy bioldgiai ismétlésben
készitettiik el, és a beoltast kovetd 3. és 4. napon injektaltunk.

A gombak goézterének VOC profiljat Bruker Scion 456-os gazkromatograftal
vizsgaltuk, mely egy Bruker SHS-40 Headspace mintavevébdl és egy hozzakapesolt Bruker
SQ tomegspektrométerbdl allt. A vizsgalatok soran egy Br-5 kapilléris kolonnat hasznaltunk.
Az illékony vegyliletek azonositasa a NIST (National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg, MD, USA; 2.0g verzio, build 2011.05.19.) spektrumkdnyvtéara alapjan zajlott.
A modszer teljesitményét standard vegyiiletekbdl késziilt kalibracios egyenessel is vizsgaltuk.

Az ionkromatogramokon (EIC, XIC) az 0sszes kromatografids csucsot manualisan
atvalogattuk, ezutan minden csticshoz manudlisan 0sszegyljtottiik a legtisztabb spektrumbol
(legintenzivebb csucsot tartalmaz6 minta) a legnagyobb mennyiségben el6fordulo jellegzetes
ionokat (max. 5-6t). A jellemz0 ionok listajat felhasznalva célzott csticsdetektalo algoritmust
hasznaltunk az mzMine 2.39 szoftverben, majd az azonos metabolitokhoz tartoz6 ion
abundancia értékeket Osszeadtuk R-ben. A gombdk kozotti szignifikans kiilonbségek
kimutatasara a nyers metabolit abundancia értékeket ANOVA modellekben vizsgaltuk (n =4
minden gombatdrzs esetében). A szignifikdns vegyiileteken Dunnett post hoc teszteket
futtattunk, ezaltal megkaptuk a statisztikai kiilonbségeket az egyes gombdk ¢és a kontrollok
kozott. Az endofiton és talajgombak kozotti statisztikai kiilonbségek vizsgalatdhoz az egyes
gombatOrzseknél az egyes vegyiiletek jelenlétét egyetlen szamértékként atlagoltuk, majd

Fisher-féle egzakt probaval vizsgaltuk.

3.2. Metabolom - mikrobiom korrelaciok vizsgalata terepi tormanovényekben

Fajtafenntartasi célbdl szamos torma (Armoracia rusticana G.Gaertn., B.Mey. &
Scherb.) fajtat neveltek egy kisérleti mezOgazdasagi telepen, mely
Hajdthadhaz-Fényestelepen talalhatd (1. teriilet, 47°39'09.8"N 21°42'30.5"E). Osszesen 13
fajtabol gyijtottiink mintdkat (fajtanként legalabb négyet) 2018 és 2019 novemberében. Ezen

feliil a termdrétegbdl gylijtottiink 4 talajmintat mindkét évben. 2019 novemberében sargarépa



(Daucus carota L.), illetve egy Haldpon taldlhatdé mezOgazdasagi teriiletrdl (2. teriilet)
tovabbi torma mintakat is gyiijtottiink kiils6 kontrollként. Mintavétel soran a novényekrol
eltavolitottuk a leveleket, majd a gyoOkereket steril miianyag zsdkokba helyeztiik, majd a
Tanszékre széllitottuk tovabbi feldolgozasra. A feliileti fertOtlenitési eljaras elsdé 1épéseként
96%-o0s etanolba martottuk a gyokereket 30 masodpercig, majd 10 percig 0,1% Tween 20 és
2,5% aktiv klor tartalma NaOCI oldatban aztattuk azokat, majd steril vizes mosas utan
sterilen feldaraboltuk a mintdkat. Az igy kapott mintat steril, miianyag mintatart6 edényekbe
helyeztiik €s folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottuk. A mintékat tovabbi feldolgozasig -80
°C-on taroltuk.

A fagyott, darabolt ndvényi részeket egy 20 mm-es acélgolyoval egyiitt 50 mL
térfogatl, rozsdamentes acélbdl késziilt, steril Orlékorsokban kriogén Oroltik. Az igy
homogenizalt mintakat liofileztiik, és a genomi DNS ¢és metabolomikai extrakciokig sotét
exszikkatorban taroltuk szilikagélen.

A kriogén 6rolt majd liofilizalt ndvényi mintakbol 25 mg-t bemértiink, majd 5 percig
extrahdltunk 0,1% hangyasavval kiegészitett 75%-os metanollal, 4 °C-on. FElbzetes
vizsgélataink alapjan ez az kivonoszer adta a legnagyobb vegylilet lefedettséget nem-célzott
metabolomikai vizsgalatokban. A kivonatokat 4 “C-on 24000 g-n 3 percig centrifugaltuk,
majd a feliiluszokbol 10x vagy 200x higitast készitettiink a kivondszerrel a nem-célzott
metabolomikai analizishez, illetve a gliikozinolatok mennyiségi meghatarozasdhoz. A higitott
kivonatokat 0,22 pm porusatmérdjii fecskenddsziirdvel szlrtikk kromatografias mintatartod
iivegekbe a miiszeres analizist megeldzden.

Az LC-MS mérések soran egy Dionex Ultimate 3000RS UHPLC rendszert hasznaltunk
Thermo Q Exactive Orbitrap tdmegspektrométerrel. Az alkalmazott ionizacio elektrospray
ionizaciéo (ESI) volt. Nem-célzott metabolomikai mérésekhez Kinetex Polar C;3 kolonnat
hasznaltunk. A 10x higitast mintdkbol 1-1 pL térfogatot injektaltunk. A gliikozinolatok
mennyiségi meghatdrozasahoz négy, a tormaban nagyobb mennyiségben jelenlévd
glikkozinolatbol (szinigrin, gliikonaszturtiin, gliikkobrasszicin, gliikoiberin) képeztiink egy
négypontos kalibracios egyenest, 0,01-5 pg mL"' koncentricié tartomanyban. A
kvantifikacids mérések soran Kinetex XB-C,; kolonnat hasznaltunk. A tormamintak 200x
higitasabol és kalibracids egyenes mintakbol 1-1 pL-t injektaltunk.

Valamennyi, a tovabbi analizisek szempontjabol jelentds vegyliletjelolt célzott
fragmentalasa hasonl6 paraméterekkel zajlott, kivéve a tomegtartomanyt, melyet
lecsokkentettiink annak érdekében, hogy csak olyan ionokat vizsgéaljunk, melyeket az

“inclusion list” tartalmazott; a pozitiv és negativ ion modbol szarmazo adatokat kiilon vettiik



fel. A fragmentaciora kijelolt vegyiiletjeloltek listdjat olyan jeloltek alapjan alkottuk meg
amelyek atmentek a QC (mindségellendrzési) sziiréseken (3.2.3.4. alfejezet), majd a listat
inclusion list-ekre bontottuk ugy, hogy maximum 5 ko-eludlodd vegyiiletjelolt keriilt egy
listara, ezaltal jo lefedettséget biztositva. A listak atfedései alapjan a legintenzivebb 2-5
vegyliletjeloltet valasztottuk ki fragmentaciora 30 normalizalt iitk6zési energian (NCE,
normalized collision energy), az ion gytijtési id6 legfeljebb 250 ms volt.

A mérési nyersfajlokat mzXML formatumba konvertaltuk, majd az XCMSOnline 2.7.2
(XCMS 1.47.3) platform segitségével elemeztik. A gliikkozinolatok mennyiségi
kiértékeléséhez a korabban emlitett négypontos kalibracios egyenest hasznaltuk minden
olyan gliikozinolatra, amelyek mennyisége a kalibracid linedris tartomanyaba esett. Ilyen
esetekben az mzMine 2.53 szoftverben végeztiink célzott csticsdetektalast.

A metabolomikai mérésekre szant QC (quality control) mintdkat a “hosszi tava
referencia mintdk™ elvén (Dudzik et al., 2018; Evans et al., 2020) készitettiik el, mely elv
szerint ha hosszabb tdvon (akar tobb éven keresztiil) vizsgalunk hasonld mintdkat, akkor egy
olyan mintakeveréket sziikséges készitenlink, amely hasonlé matrixot tartalmaz mint a
vizsgéalandd mintaink €és kémiailag stabil allapotban tarthaté a vizsgalataink teljes iddtartama
alatt. Ennek értelmében a 2018-as Fényestelepi fajtakbol (23 6sszesen) és a 2019-es Halapi
mintavételi pontokbol (13 dsszesen) egy-egy mintanak a tomény kivonatait kevertiik dssze,
majd a keverékbdl 50 mL-t szétpipettdztunk 2 mL fagyasztocsovekbe és folyékony
nitrogénben taroltuk azokat tovéabbi felhasznalasig. Minden egyes mérési szekvencidhoz 2
mL QC mintat hagytunk felolvadni, majd annak 10x higitasaval alkottunk QC mintdkat a
mérés eldtt.

Az izotdp és addukt vegyliletjeloltek eltavolitdsa utdn, a QC mintdk integralasabol
szarmazo értékek alapjan olyan jeloltekkel dolgoztunk a tovabbiakban, melyek megbizhatd
linearitdssal és pontossaggal voltak mérhetdk. Ezutdn minden olyan vegyiilejeloltet
eltavolitottunk, amelyek relativ szérasa (RSD) tobb volt mint 30%, tovabba egy kevésbé
gyakran alkalmazott filtert is hasznaltunk, hogy meggy6zddjiink a vegytiletjeloltekbdl
szarmazo jelek és azok koncentracidja kozotti erds linedris kapcsolatrél. Ezt minden
RSD-sziir6bn atment vegyiiletjeldlten elvégeztilk azaltal, hogy Pearson-korrelacioval
kiértékeltiik az abundancia és a koncentracid értékek kozotti linearitast. Ehhez egy QC
linearitasi mintasorozatot (higitasi sor, a legtoményebb QC minta kétszer tdményebb volt,
mint a valédi mintdk) és egy vak mintat hasznaltunk. Ezzel csak olyan vegyiiletjelolteket

tartottunk meg, amelyek linearisan reagaltak a higitasi tartomanyon beliil. Csak az R* > 0,8



értekll vegyiiletjeldlteket tartottuk meg a tovabbi analizisekhez, igy a vak mintakban jelentds
mennyiségben jelenlévd jeldlteket is elvetettiik.

Az adatokra végezetiil egy LOESS (locally estimated smoothing) fliggvényt
illesztettiink, minden vegyiiletjeloltre kiilon-kiilon, a QC mintak alapjan. Az ismert értekek
(QC-k) kozotti feltételezett elméleti érzékenységeket az illesztett gorbével kiilon-kiilon
minden egyes metabolitra kiszamitottuk, és a valédi mintdk vegyiiletjelolt intenzitasait
ezekkel az értékekkel korrigaltuk. Gyakorlatilag ez minden abundancia értéket “fold-change”
értékként fejez ki, ahol a referencia (1,00) az atlag-mintaban, a QC-mintaban 1évo
vegyliletjelolt abundanciaja. Ez az eljaras lehetové teszi azt is, hogy honapok elteltével lemért
szekvenciakat 0sszevonhassunk ¢és egyben elemezhessiink, sztenderdek alkalmazdsa nélkiil.
Az extrahalt n6vényi anyagok szdraztdmegével ezutan korrigaltunk.

Az MS? spektrumokat a nyers mérési fajlokbol a CluMSID csomag segitségével
gyljtéttiik be. Minden egyes vegyiiletjelolt esetében a 10 legtisztdbb MS? spektrumot
hasznaltuk fel egy konszenzus spektrum létrehozasdhoz, melyet exportaltunk R-bdl, majd
annotalas céljabol importaltunk a SIRIUS 4.9.9 programba. Ezt kdvetden a SIRIUS
CSI:FingerID és CANOPUS algoritmusait hasznaltuk a szerves vegyiiletek feltehetd
szerkezetének, illetve a Classyfire hierarchikus osztalyainak meghatarozasahoz, minden
egyes vegylletjeloltre kiilon-kiilon. A SIRIUS 4ltal adott javaslatokat manudlisan is
értékeltiik szakirodalmi adatok alapjan, arra torekedve, hogy elérjik a Metabolomic
Standards Initiative (MSI) 2. azonositasi szintjét.

A tormaban taladlhato gombak effektiv azonositasdhoz meg kellett gy6zddniink arrél,
hogy a szakirodalomban gyakran alkalmazott primerek a torma ITS, vagy mas szekvenciait
csak nem zavaré mértékben amplifikaljak. Ennek vizsgalatdhoz in vitro torma klonok teljes
ITS, tovabba ITS1 ¢és ITS2 szekvencidit amplifikdltuk ITS1-F KYO2 ¢és ITS4,
ITSI-F KYO2 ¢és ITS2 KYO2, valamint ITS3 KYO2 és ITS4 primerparokkal. Annak
érdekében, hogy egy olyan specifikus primerparral rendelkezziink, amely nem kotddik a
uj forward primert terveztiink a mar meglévo ITS4 KYO3 reverz primerhez. A DECIPHER
R csomag segitségével illesztést végeztiink korabban leirt torma eredetii gombak és relevans
novények (pl.: Armoracia, Daucus) ITS szekvencidibodl, és a konszenzus szekvencia részletek
alapjan 0j primer jelolteket kerestiink. A gyakorlati szempontbol hasznalhaté olvadasi
hémérsékletet mutatd primer jelolteket tovabbi in silico analiziseknek is alavetettiik. Az
altalunk tervezett forward primereket az ITS4 KYO3 reverz primerrel kombindlva PCR-el

teszteltiik in vitro torma klonok és kiilonb6zé gombak gDNS-én. Vizsgalataink szerint a
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legjobban teljesitd primer jelolt az 5> — TTT CAA CAA CGG ATC TCT T — 3’ volt,
tovabbiakban “ITS3 NOHR”. A primer teljesitményét in silico is értékeltiik a UNITE 8.3
fungi ITS adatbazist felhasznalva, majd egy elézetes Illumina szekvenalas segitségével.

Mind a névényi, mind a talaj- és “QC” mintak esetében az ITS2 régiot amplifikaltuk az
ITS4 KYO3 ¢és az altalunk fejlesztett ITS3 NOHR primerrel. A konyvtarakbol ekvimolaris
keveréket szekvenaltunk Illumina MiSeq platformon MiSeq Reagent Kit V3 felhasznélasaval
(2%300 bazispar hosszu paired-end leolvaséas, 600 ciklus). A primerek teljesitményének
vizsgalatakor a pilota szekvenalas MiSeq Reagent Kit Nano V2 felhasznalasaval tortént (150
Debreceni Egyetem Genomi Medicina ¢és Bioinformatikai Szolgaltatd Laboratorium
munkatarsai végezték.

Szekvendlds utdn az adatokat demultiplexaltuk, majd FASTQ fajlokat generaltunk.
Minden tovabbi szekvenciaelemzést R-ben végeztiink a DADA2 csomag segitségével. A
DADA?2 szerzdinek javaslatira a metagenomikaban gyakran hasznalt OTU-k (Operational
taxonomic unit) helyett ASV-kkel (amplicon sequence variant) dolgoztunk, mivel sokkal
eldnydsebbek, ha kiilonbozd szekvenalasi futtatdsok adatait szeretnénk Osszevonni, illetve
konnyebb megkiilonboztetni a kontroll mintdkban azonositott egyedi szennyezd
szekvencidkat. A taxonomiai hozzarendelést egy “Naive Bayesian” klasszifikacios
algoritmussal végeztiikk el, a DADA2 “assignTaxonomy” fiiggvényével. A klasszifikacios
algoritmus a UNITE 8.3 Fungi ITS adatbazis alapjan végezte a hozzarendelést. Ezutan
minden olyan ASV-t szlirtiink amely nem érte el a minimum 80%-o0s bootstrap konfidencia
szintet vagy ha legfeljebb “Kingdom” taxondmiai szinten tudta azonositani az algoritmus.
Azért, hogy meggy6zddjiink a mddszer megbizhatosagarol, az eldzetesen sziirt ASV-ken
NCBI BLASTn keresést is végeztlink a szigoribban ellenérzott, de jelentésen kisebb méretii
RefSeq adatbazisban, majd a kapott taldlatok taxondmiai informécidi alapjan manualis
ellendriztiik a DADA?2 4ltali taxondmiai hozzarendeléseket.

A mintak alfa- és béta-diverzitasanak jellemzésénél és Osszehasonlitdsanal a mintak
tipusat (fényestelepi vagy halapi torma, répa, talaj) és a fajtakat (fényestelepi torma) vettiik
figyelembe. A mintak taxonomiai gazdagsagat az ACE-index segitségével becstiltiik meg. A
mintdk diverzitdsat a Shannon-, a Dominance (Simpson) és a Buzas & Gibson-féle
egyenletességi indexekkel hataroztuk meg. A fent emlitett csoportok taxondmiai
gazdagsaganak és diverzitasanak statisztikai Osszehasonlitdsara Kruskal-Wallis teszteket
alkalmaztunk. A béta-diverzitast a Bray-Curtis hasonldésag, a Whittaker-diverzitds és a

sulyozatlan UniFrac tavolsag segitségével becsiiltiik meg. A béta-diverzitast a hasonlosag
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vagy tavolsag értékek alapjan fOkoordinata-elemzéssel (PCoA) dabrdzoltuk. Egyiranyt
hasonldsagi elemzést (ANOSIM) is végeztiink a csoportokon beliili és a csoportok kozotti
kiilonbségek meghatarozasara. A szignifikansan eltérd csoportok esetében a SIMPER
(Clarke, 1993) segitségével hataroztuk meg a kiilonbozdségért felelds taxondmiai egységeket.
Valamennyi elemzést a Past v4.09 (Hammer et al., 2001) szoftverben végeztiik el, kivéve a
sulyozatlan UniFrac-elemzést, melyet R-ben.

A downstream analizisek el6tt az azonos taxondémiai hozzéarendelési ASV-ket
osszevontuk, és az egyes poolokon beliili egyedi ASV-k szamaval a tovabbiakban nem
foglalkoztunk. Az adatokat a torzs, rend és nemzetség szintjén Osszevont abundanciak
alapjan, valamint a diverzitds metrikdk (amelyeket kordbban a nyers, nem oOsszevont
ASV-kbdl szamitottunk) szerint értékeltik. Amennyiben a taxondmiai hozzarendelés
bootstrap konfidencia értéke nem érte el a legalabb 80%-os értéket, tehat nem volt
megbizhatd a hozzarendelés nemzetség szinten, abban az esetben a legalacsonyabb
megbizhatd szintet hasznaltuk. Ez utdbbi szdmos ASV esetében vegyes azonositdsi szinteket
eredményezett. A metagenomikai és metabolomikai vegyiiletjeldltek korrelacios elemzését
csak a fényestelepi fajtak adathalmazan beliil (n = 8 x 2 x 4), mig a mintacsoportok kozotti
kozosségi kiilonbségeket mind a fajtdk, mind a sargarépa és talajmintdk, illetve a halapi
tormak felhasznalasaval vizsgaltuk. A metagenomikai adatok kompozicids (“compositional”)
természetiiek, ezért clr-transzformaciot végeztiink az adatokon.

Az egyes mintacsoportok és fajtak kozotti szignifikans kiilonbségeket a fokomponens
regresszid modszerével hataroztuk meg. Ehhez a normalizalt kémiai és gomba adatokat
szorvanyos fokomponens analizisnek (sparse principal component analysis, SPCA) vetettiik
ald. A kémiai, illetve a gomba abundancia adatok esetében a fokomponensek szdma 12,
illetve 6 volt. Statisztikai teszteket csak azokon a fékomponenseken végeztiink, melyek az
adathalmaz teljes variancigjanak legalabb 2,5%-0s szoérdsat lefedték, az ilyen
fékomponenseket ANOVA modellekkel vizsgaltuk R-ben. Az sPCA-pontszamok vagy a
megfelelden skalazott adatok kozotti Spearman-féle korrelaciokat a cortest fiiggvény
segitségével szamoltuk ki R-ben. Valamennyi statisztikai tesztbdl szarmazod p-értéket
Benjamini-Hochberg korrekcidonak vetettiink ald (n = 18004), “False discovery rate” (FDR)

korrekcio végett.
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4. Eredmények

4.1. Illékony szerves vegyiiletek (VOC) vizsgalata torma-asszocialt gombak gézterében

4.1.1. Endofiton és talajgomba izolatumok azonositasa

Inkubacios kisérleteink elvégzése eldtt sziikségiink volt a gombaizolatumok taxondmiai
besorolasdra. A markergének, gombdk esetében leggyakrabban az ITS, szekvenalasa
manapsag mar egy olcso €s konnyen kivitelezhetd eljaras, amellyel nagyon sok kdrnyezeti
gombaizolatum legaldbb nemzetség szinten azonosithatd bioinformatikai adatbdzisok
segitségével. Munkank soran Osszesen 43 tormabol izoldlt endofiton, illetve

talajgombatdrzset vizsgaltunk, amelyeket legalabb nemzetség szinten tudtunk azonositani.

4.1.2. Gombak gdzterébol azonositott illékony szerves vegyiiletek (VOC)

A vizsgaland6 gombdk nagy szama miatt egy olyan agarfilmes eljarast dolgoztunk ki,
amely lehetdvé tette tobb tiz kiilonalldo tenyészet parhuzamos inkubalasat és kémiai
vizsgalatat. Az egyes gombatenyészetek gbézterébdl szamos vegyiiletosztalyba tartozo
VOC-ot tudtunk azonositani, koztiik észtereket, rovid szénlancu alkoholokat, egy rdovid
szénlancu savat, egy aromas vegyiiletet, egy monoterpént, valamint tobb kéntartalmia VOC-ot
¢és nitrileket, utobbiak feltételezhetden a tormakivonatban megtalalhatod gliikozinolatokbol
szarmaznak. Szamos vegyiilet spektrumat és retencios idejét standard vegyiiletekével is 0ssze
tudtuk hasonlitani, a tobbi vegyliletet NIST spektrumkonyvtari keresés alapjan
hozzavetdlegesen azonositottuk.

Az azonositott vegyiiletek kozil a fenetil-izotiocianat, fenil-propionitril,
allil-izotiocianat és allil-cianid egyértelmiien gliikozinolat eredetli bomlastermékek. Ezeken
feliil tovabbi 2 kéntartalmll vegyliletet is azonositottunk, melyek feltételezhetéen szintén
gliikozinolat eredetiek. Mindezek mellett hat észter vegyiilet, az etil-acetat, etil-propionat,
metil-1-butanol acetat, metil-acetat, metil-formiat és propil-acetat jelenlétét is sikeriilt
kimutatnunk. Mas vegyiiletosztalyokba tartozd vegyliletek kozott megemlitendd két aromas
vegyiilet (benzaldehid, sztirol), egy szerves sav (ecetsav), egy keton (aceton) és egy
monoterpén (B-fellandrén). 18 csticsot nem sikeriilt azonositanunk, elsdsorban az alacsony
jel-zaj arany miatt, ami alacsony “Similarity Score” pontszamot eredményezett.

Korabbi vizsgalataink soran (Sziics et al., 2018) mar megpréobaltuk detektalni,
sikerteleniil, az allil-cianid jelenlétét gombak gdézterébdl egy aktivszenes-deszorpcios

modszerrel. A jelen dolgozatban is leirt inokuldcids modszeriink azonban kivaloan alkalmas
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volt az emlitett vegyiilet detektalasara. Tovabba fontos megemliteni, hogy a malata-kivonatot
tartalmazé taptalajon nové gombdk gdézterébél nem detektaltunk kén tartalmu

bomléstermékeket, ezzel is igazolva, hogy gliikozinolat eredetliek.

4.1.3. Gombak VOC mintazatai

Mint lathattuk, szdmos gomba gdzterébdl azonositottunk alkoholokat, észtereket és
gliikkozinolat bomlastermékeket, de fontos megemliteniink, hogy ezek a vegyiiletek kontroll,
inokulalatlan tormakivonat goézterében is jelen voltak nyomnyi mennyiségben, mely azt
jelentheti, hogy spontdn bomlas eredményeképp is 1étrejohetnek. Azonban, jelentds szamu
endofiton ¢és talajgomba szignifikdnsan nagyobb mennyiségben termelte ezeket a
vegylileteket a kontrollhoz viszonyitva.

Az aceton esetében a leginkabb kiemelkedd torzsek az E1 - Fusarium oxysporum, E15 -
Phomopsis sp. és S18 - Penicillium sp. voltak, ezek szignifikdns mennyiségli acetont
allitottak eld, mely egy gyakran el6forduld6 VOC gombakban, pl. az endofiton Muscodor
albus-ban (Strobel, 2011).

A kontrollhoz képest szignifikdnsan tobb allil-cianid szdmos Fusarium sp. torzs (ES8,
S7 és S19) gbézterében volt detektalhato, illetve egy Curvularia talajgomba esetében (S5).

A torma {6 gliikkozinolatjanak, a szinigrin bomlasanak terméke, az allil-izotiocianat 3
gomba gozterébol volt szignifikdnsan nagyobb mennyiségben detektalhaté a kontrollhoz
képest, E12—Plectosphaerella sp., S1 - Notophoma sp. és S21 - Paraphoma sp. esetében, de
szamos esetben detektalhatd volt relative nagy szorassal.

A kontroll mintdk (inokuldlatlan tormakivonat) gdzterében szdmos 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-acetdt, metil-formiat,
propil-acetat, szén-diszulfid és sztirol. Ez alapjan bizonyos, hogy a gombak allitottak eld
ezeket az inkubécids soran.

A kéntartalmu VOC-ok koziil a szén-diszulfid valamennyi gomba gdzterében jelen
volt, de négy gombatdrzs kimagaslo mennyiségben termelte: E17 - Colletotrichum sp., E21 -
Plectosphaerella sp., S16 - Fusarium sp. és S18 - Penicillium sp. Szén-diszulfid mellett a
dimetil-szulfid jelenlétét is kimutattuk, azonban ezt csak 4 gombatorzs termelte detektalhatod
mennyiségben: E7 - Oidiodendron cerealis, E16 - Cadophora sp., S3 - Curvularia sp. és S26

- Penicillium sp.
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Egy tovabbi, fragmentdciés mintdzata alapjan minden bizonnyal szintén kéntartalmt
VOC-ot is detektdltunk szdmos mintdban (retencidos idé 3,33 perc, m/z = 72), melyet
részletesebben nem sikeriilt azonositanunk. Ezt a potencialisan kéntartalmu, de azonositatlan
vegyiiletet jelentdsen nagy szamu Fusarium nemzetségbe tartozo torzs (E1, E3, E8, E9, S10,
S11, S12, S15, S19, S25) és a Macrophomina phaseolina (E2) a kontrollhoz képest
szignifikdnsan nagy mennyiségben allitottak eld.

A Fusarium nemzetségbe tartozd 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. Tovabbi észterek, koztilkk a metil-acetat, etil-propionat, propil-acetat
eldallitasaban is kiemelkedéek voltak az imént emlitett torzsek, valamennyi esetben
szignifikdns mennyiségben voltak detektalhatoak ezek a vegyiiletek. Alkoholok (példaul
metil-1-butanol) termelését illetden szintén ezek a térzsek voltak emlitésre méltoak.

Az abundansabb vegyiiletek kozott megemlitendé még a metil-formiat, melyet a S13 -
Penicillium sp., S16 - Fusarium sp. és S18 - Penicillium sp. torzsek allitottak eld a
kontrollhoz képest szignifikdns 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 vegyiilet 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.

4.2. Metabolom - mikrobiom Korrelaciok vizsgalata terepi tormanovényekben

4.2.1. Tormafajtak gliikkozinolat tartalma

A headspace-GC-MS analizissel bebizonyosodott, hogy a tormabol és kdrnyezetébol
izolalt gombak szdmos tagja képes a tormdban taldlhatdo vegyiileteket hasznositani,
atalakitani. Ezen ¢és korabbi eredményeink alapjan (Sziics et al., 2018) azt feltételeztiik, hogy
a torma természetes, in vivo endoszférajaban még nagyobb aranyban lehetnek olyan gombak
amelyek hasonld kémiai kolcsonhatdsokban vannak a ndvénnyel. Ennek vizsgélatdhoz
nagyszamu tormagyOkeret sikeriilt begyijteniink 2 éven keresztiil, majd a metabolom
szempontjabol kiméletes modon feldolgoznunk és tarolnunk. Logikusan azt feltételeztiik,
hogy a gliikozinolatok a leginkdbb meghatarozoak a torma-gomba kémiai interakcidkban,
mivel rendkiviil valtozatos antimikrobialis vegytiletek prekurzorai (Plaszko et al., 2022,

2021). Mivel a torma specialis metabolit készletének legnagyobb részét is ezek a vegytiletek
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crer

célzottan, kvantitativan is meghatarozzuk. Valamennyi vizsgalt fajtaban a f6 gliikozinolatok a
szinigrin ¢és a glilkonaszturtiin voltak, mig kisebb mennyiségben gliikobrasszicin ¢és
gliikoiberin 1s kvantifikdlhatdo volt. A szinigrin szdraz tomegre vetitett koncentracidja az
egyes fajtdkban 1,14 + 0,66% - 3,43 + 0,65% tartomanyban volt, a gliikonaszturtiin
koncentracidja pedig a 0,36 = 0,18% - 0,67 + 0,31% tartomanyban. A gliikoiberin és
gliikobrasszicin  koncentraciéja 0,03 - 0,07% kozott valtozott. A gliikkozinolatok
19,8% gliikonaszturtiin esetében, ennek ellenére a fajtdk kozotti szords a vartnal kisebb volt.
Szinigrin, gliikonaszturtiin, gliikobrasszicin, gliikoiberin esetén a legnagyobb és legkisebb
atlagértékek kozott 3,33, 1,99, 20,5, és 2,81-szeres kiilonbség volt megfigyelhetd. Az alifas
(Prem ko = 0,0008 ¢és 0,0049) mint gliikobrasszicin és glilkonaszturtiin esetén (Puem row. =
0,6510 ¢és 0,0227). 2019-ben jelentdsen kevesebb szinigrin, gliikoiberin és gliikobrasszicin
szintetizalodott a fajtdkban (puem o = 5,21E-7, 0,0019 és 0,0024), mig a gliikonaszturtiin
mennyiségénél nem volt szamottevd évhatds (puem wor = 0,2465). Tovabbi gliikkozinolatokat

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

4.2.2. Nem-célzott metabolomika

Mivel a tormafajtdk kozott nem taldltunk jelentds eltérést a gliikozinolat-tartalmat
illetéen, igy még hangstlyosabba valt a nem-célzott LC-MS/MS metabolomika szerepe a
novény-gomba interakciok megértésében. Az XCMS online csucs-detektald algoritmusa
Osszesen 2576 vegyiiletjeloltet azonositott pozitiv és negativ ion mddban, melyekbdl az
izotopcsticsok ¢és adduktok eltavolitdsa utan 1310 maradt. A miiszeres analizis soran
alkalmazott QC mintdk segitségével a linearitast, relativ szorast ¢és a mérés
reprodukélhatdsagat is meg tudtuk hatarozni. Ezek alapjan sziirtilk azon vegyiiletjelolteket,
melyek max. 30% relativ szorast és legalabb 0,8 linearitdst mutatattak, igy Osszesen 355
vegyiiletjeloltet tudtunk vizsgalni a tovabbiakban.

233, nagy mintan beliili variabilitdssal rendelkezé vegylletjelolton MS/MS
fragmentaciot is végeztiink. A fragmentaciés mintdzatok alapjan a Sirius szoftver potencialis
vegyiiletjelolteket talalt, melyeket szakirodalmi adatok alapjan ellendriztiink (MSI -
Metabolomics Standards Initiative 2. szintll azonositds). A vegyiiletjeloltek kozott olyan

specialis metabolitokat is taldlunk, mint pl.: flavonoid glikozidok (kempferol aglikon),
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polifenolos vegyiiletek (fenilpropanoid és kumarin glikozid), indol szdrmazékok és primer
anyagcseretermékek (foszfolipidek, aminosav szarmazékok, peptidek).

Azokat a vegyliletjelolteket, melyeket nem tudtunk szakirodalom alapjan validalni,
vagy a hozzavetdleges vegyiiletosztalyuk alapjan (Classyfire hierarchia, MSI 3. szintli
azonositas) (Djoumbou Feunang et al., 2016) vagy az m/z - retenciés id0 (nem azonositott)
értékeik alapjan hivatkozunk rajuk. MSI 3. szinten az alabbi vegyiiletosztalyokba tudtunk
rangsorolni szamos vegyiiletjeloltet: 2 cianogén glikozid, egy flavonoid glikozid, egy
gliikozinolat, 3 lipid (vagy lipid-szerli struktura), 9 aminosav szarmazék, 14 glikozid és 19
egyéb, feltehetden aromas vegyiilet.

A metabolomikai eredmények alapjan kideriilt, hogy szdmos fajta nagyon hasonld
kémiai mintdzattal rendelkezett, ezért kivalasztottunk egy részhalmazt, melyek a mikrobiom -
metabolom korreldciok meghatarozasanal a kémiai oldala lett az adathalmaznak. A kémiai
adatok PCA (fékomponens analizis) abrai alapjan manualisan valasztottunk ki 8 olyan fajtat,
melyek lefedték a hozzéavetdlegesen azonositott és nagy relativ szorassal rendelkezd
vegyiiletjeldltek nagy részét. A fokomponens értékek a 8 valasztott fajta kozott
szignifikansan eltértek (p = 0,0332), mely arra utal, hogy a fajtdk kozott szignifikans kémiai
kiilonbség volt. A metabolomikai kiilonbségek bemutatisara szintén alkalmas lehet a
kiilonbozé mintavételi évek vagy fajtak Osszehasonlitdsakor szdmolt hatdsnagysag értékek
eloszlasanak vizsgalata.

Egy adott vegytiletjeloltbdl a legkisebb €s a legnagyobb mennyiséget tartalmazé fajtak
értékei kozotti kiilonbség kiszamitasaval, majd a kiilonbségeket osztva a szérdssal megkaptuk
a hatasnagysag értékeket (Cohen-féle d) vegyliletjeloltenként. A hatasnagysag értékek 1,289
szorasnyi medianja azt mutatja, hogy jelentds mértékii a fajtak kozotti kémiai variabilitas. Az
év-faktor hatasnagysag értékeit dsszehasonlitva a medidn viszonylag nagy, 0,4678 volt, ami
azt jelzi, hogy a tormagydkerek kémiai 0sszetétele nem elhanyagolhaté mértékben valtozhat
évente. A 359 vizsgdlt vegyiiletjelolt koziil 59 esetében az év-faktor hatdsnagysaga legalabb 1
volt, ami feltételezhetden a 2018 és 2019 évek kozotti iddjarasi kiillonbségekbdl adodott.
Mivel nem volt célunk a kiilonbozé fajtak kémiai kiillonbségeit vizsgalni, az adatokat a
tovabbi adatelemzési modellekbe fajtak vagy évek szerinti csoportositas nélkiil vittiik be. Az
ebbdl fakadd kémiai diverzitas tette lehetdvé, hogy kozvetlen korrelacidkat taldljunk a

vegyiiletjeldltek és az endofiton gombak abundancia értékei kozott.
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4.2.3. Amplikon szekvenalas

A ndvény-gomba interakciok megértésére vald torekvéseink masik rétegét a névényben
¢l6 endofiton gombakdzosség feltarasa képezte. Erre jelenleg az egyik leginkabb alkalmas
modszer a metagenomika, azon beliil is a nagy ateresztOképességli amplikon szekvenalés,
amellyel mintanként tobb tiz- vagy szazezer gomba eredetli szekvencia is azonosithatd. Mint
mar bemutattuk, az ITS egy jo markergén lehet gombdk azonositdsara, melyet gyakran
szekvenalnak metagenomikai tanulmanyokban. Az ITS-en beliil, az ITS2 alrégio hasznalata a
gomba amplikon szekvenalas sordn fontos elényokkel jarhat, pl.: az ITS1 alrégiéval szemben
a képzddd amplikonok hosszdban kisebb variabilitas figyelhetd meg, illetve tobb univerzalis
primer kotéhelyet tartalmaz. Elonyos tulajdonsagai miatt elfogadott a hasznalata masodik
generacids szekvenalasi platformokon (IThrmark et al., 2012; Nilsson et al., 2019; Toju et al.,
2012). Amennyiben a gomba szekvencidk amplifikdldsa €l6 ndvényi szovetbdl zajlik,
célszerli legalabb egy olyan primert hasznalni, mely specifikusan a gomba szekvenciakat
amplifikalja (Toju et al., 2012). In silico pilot kisérletlink soran a szakirodalomban gyakran
hasznalt univerzalis gomba primerek nem bizonyultak hatékonynak a torma-endofiton
rendszerben, mivel a gazdandvény DNS-e is nagy aranyban amplifikdlodott. Ennek
kovetkeztében bioinformatikai modszerekkel terveztink egy olyan primert amely nem
Az ITS3 KYO2/1ITS4 KYO3 ¢és fITS7/ITS4 KYO3 primer péarokkal egy eldzetes
szekvenalasi kisérletet is elvégeztlink, ahol az amplikonok legaldbb 40 szdzaléka ndvényi
eredetli ITS szekvenciaként lett azonositva a UNITE 8.3 cukariota adatbazis (Abarenkov et
al., 2021b) szerint. Az altalunk fejlesztett ITS3 NOHR forward primer €s a szakirodalomban
hasznalt ITS4 KYO3 reverse primer hasznalataval azonban az egyértelmiien ndvényi eredetii
ITS leolvasasok aranya 0.2% volt. Az eldzetes 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 feldli 6. bazisban volt a
leggyakoribb a mismatch). A primer hatékonysdga megkozeliti a ITS3 KYO2 ¢és fITS7
primerekét az emlitett gomba torzsekben (Ihrmark et al., 2012).

A szlrési lépés soran a negativ kontroll mintdkban is megtalalhaté ASV-k

eltavolitasaval az 0ssz egyedi ASV-k 0,7%-a lett eltavolitva. Az eltavolitott ASV-k kozott
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feltehetden humén eredetli, dermatofiton nemzetség is megtaldlhatd volt mint pl. a
Malassezia. Sokkal nagyobb hatdssal 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 Osszes leolvasas
26,35%-a) el lett eltavolitva. Az 50 leggyakoribb ilyen szekvenciat megvizsgéalva az NCBI
BLAST segitségével kideriilt, hogy legtobbjiik valamilyen ndvényi eredetli, de nem ITS
szekvencia. A szlirési 1épések Osszesen 2673 ASV-t eredményeztek, a median leolvaséas szdm
mintanként 26116 volt.

A szekvendlasi QC mintak hasznalata nagyon hasznosnak bizonyult a szlrési
paraméterek optimalizalasanal, mivel mind a 4 replika szinte megegyezd ASV Osszetételt
mutatott, nagyon alacsony szorassal. Ezen tulajdonsagdnak koszonhetéen a QC mintdk
hasznosak lehetnek a szekvenalasi hibak korrigaldsaban, azonban ez tovabbi vizsgalatokat

igényel.

4.2.4. Mikrobiom diverzitas vizsgalata

Miér az amplikon szekvendldsbol szdrmazdé nyers adatok feldolgozasanal is
megfigyelhetd volt, hogy a talajmintdk gombakozosségére vonatkozo adatok (pl.: egyedi
leolvasasok) jelentdsen eltértek a ndovényi mintakhoz képest. Tovabba szakirodalmi adatok
alapjan feltételezhetd volt, hogy a talajmintakban taldlhatdé gombakozdsség szignifikansan
eltér a torma endoszférdjatdl, ennek aldtdmasztdsira szolgalnak a kiilonféle diverzitas
indexek. A diverzitasi metrikdkat az el6zetes szlirési 1épéseken atment 2673 ASV alapjan
készitettiik el. Az 1. teriiletrdl szdrmaz6 tormamintdk esetén az atlagos ASV gazdagsag
(richness) 45,2 (27-94 kozotti értékekkel) volt, a 2. teriilet esetében 45,4 (24-109 kozotti
értékekkel), a répa kiilcsoport mintdk esetén pedig 39,5-es atlagértéket taldltunk (29-48
kozotti értékekkel). Ezzel szemben a talajmintak sokkal nagyobb gazdagsagot mutattak 383,6
atlagértékkel (109-609 tartomadnyban). Az ACE és Shannon indexek is hasonld dinamikat
mutattak. Az Simpson dominancia index alapjan elmondhat6, hogy a tormamintdkban néhany
gombataxon jelentdsen nagyobb aranyban fordult eld. Bar a teljes dominancia viszonylag
alacsony volt a répa és talajmintakban, a tormakhoz képest ezekben sokkal egyenletesebbek
az abundancia értékek. A dominancia értékektdl fliggetleniil a Buzas és Gibson index alapjan
mar kevésbé egyenletesek az abundancia értékek. Osszességében elmondhatd, hogy a
tormamintdk csoportjan beliil jelentésen nagyobb variabilitas volt megfigyelhetd a diverzitasi

indexek értékeiben.
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A mintdk kozotti béta-diverzitds vizsgalatat a Bray-Curtis féle hasonldséag, illetve a
Whittaker disztancia értékek alapjan végeztiik. Mindkét béta-diverzitds metrika azt mutatta,
hogy a talajmintak rendkiviili médon eltérnek a tobbi minta tipushoz képest. Ezen feliil, a
béta-diverzitas értékek magasabbak voltak a torma mintacsoportokon beliil, mint a tobbi
csoportban, az ANOSIM tesztek alacsony R értékei szintén ezt a megfigyelést tamasztottak
ala. Bar a kiilonb6z0 mintacsoportok (talaj, répa, torma) kozotti kiilonbségek joval
nagyobbak voltak, mint a csoportokon beliili kiilonbségek (a talaj mintadk nagy tavolsadga
miatt), a tormamintdk mindkét béta-diverzitas metrika esetében nagy valtozatossagot
mutattak.

A diverzitds vizsgalatdhoz egy még kifinomultabb analizist, sulyozatlan UniFrac
elemzést is végeztiink. A UniFrac mddszer eléfeltétele egy robusztus filogenetikai fa, ezért
tobb fat is készitettiink, hogy teszteljiik a megbizhatosdgukat. A tobbszords illesztések
metrikai alapjan az UniFrac analizis megbizhatdan elvégezhetd volt. A UniFrac disztancia
értékek a kordbbi diverzitds metrikdkhoz hasonld elrendez6dést mutattak. Az UniFrac
disztancia értékek ANOSIM tesztjei szintén dsszevethetdek voltak a kordbbi eredményekkel,
bar talajmintakon beliil nagyobb valtozatossagot mutattak.

Osszességében elmondhatd, hogy mind az alfa-, mind a béta-diverzitds metrikak
jelentds variabilitdsra utaltak a torma mintacsoportok kozott és azokon beliil is, ami

Osszefiiggésben allhat a tormamintadk metabolomjanak valtozasaival.

4.2.5. Tormafajtak endofiton gombakozdsségének Osszetétele

ANOVA analizis alapjan a gombakozdsségek a mintacsoportok kozott szignifikans
eltérést mutattak torzs, csalad és nemzetség szinten is (p = 10'®) a béta-diverzitasi
metrikakhoz hasonldéan. Az 1. teriiletrdl szarmaz6 tormamintakban a legabundansabb ASV-k
a Cantharellales, Glomerellales, Hypocreales, Pleosporales, Saccharomycetales, Sordariales
gomba rendekbe sorolhatéoak, melyek szamos novényekkel kapcsolatos nemzetséget is
magukban foglalnak (tipikus endofitonok, epifitonok, patogének), pl.: Claviceps,
Colletotrichum, Epichloé, Fusarium, Rhizoctonia. A taxonOmiailag kevésbé feloldhato
ASV-k els6sorban a Ceratobasidiaceae, Nectriaceae, Pezizaceae, Sordariomycetes,
Ascomycota csoportokba tartoztak. Kozel megegyezd taxonomiai Osszetételt mutattak az
ugyanerrdl a teriiletrdl szarmaz6 sargarépa kiilcsoport minték is.

A ndévényi mintdkkal szemben az 1. teriiletr6l szarmazé talajmintdkban jelentOsen
eltér6 gombakdzosség volt megfigyelhetd, els6sorban a Filobasidiales, Mortierellales,

Hypocreales, Sordariales, Thelebolales, Umbelopsidales rendek dominaltak. Leggyakoribb
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nemzetségek a Humicola, Metarhizium, Mortierella, Penicillium, Pseudogymnoascus,
Solicoccozyma, Trichoderma, €s Umbelopsis voltak. Ezeken feliill a Chaetomiaceae csalad
azonositatlan tagjai, illetve egyéb Ascomycota ASV-k voltak abunddnsak. Fontos
megemliteni, hogy 2018 ¢és 2019 kozott a talajk6zosségek nem valtoztak jelentdsen, mely azt
jelezheti, hogy a novényi mintadkban megfigyelhetd kozosségek Osszetételét elsésorban nem a
talaj befolyésolja.

Szamos esetben egy vagy két endofiton taxon rendkiviil dominans volt egy-egy
mintaban. 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 vizsgélatanal is jol lathatd volt. Legtobb esetben a legdominansabb
taxonok az Osszes leolvasas 20-40%-at tették ki (medidn 33,57%), de egy mintdban a
95,9%-ot 1s elérte. Ez a jelenség a talaymintdkban nem volt ennyire jellemz6é (median
21,61%).

Mivel a novény - talaj kiilonbségek sokkal nagyobbak voltak, mint a tormamintak
kozotti  variabilitas, ezért az 1. teriiletrdl szarmazd tormak adatait részletesebben is
megvizsgaltuk. Szamos gombataxon nagy variancidt mutatott az egyes fajtak kozott, azt
sugallva szamunkra, hogy a késdbbiekben 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 kiilonbségek
szamos esetben korreldltak valamilyen vegyiiletjelolttel, ahogy azt majd a késObbiekben is
lathatjuk.

A gombakozosség Osszetételét illetden néhany esetben jelentds fajtan beliili variabilitas
volt megfigyelhetd. C, G, I, K és M fajtdk 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 gombakdzdsség mintazatdban. A variabilitdst mutatd taxonok szignifikdns része
korrelacidkat mutatott a vegyiiletjeloltekkel (pl.: Xylariales, Sordariales, Pleosporales,

Eurotiales, Capnodiales, stb.).

4.2.6. Mikrobiom - metabolom korrelaciok

A metabolomikai és metagenomikai adatok analizise utdn végezetiil ezen adatok
egylittes analizise kovetkezett. A kiilonbozd omikai adatok integraldsa, a ndvény-gomba
interakciok vizsgélatanak legkomplexebb ¢és legnehezebben interpretalhatd elemei.

Szerencsére az egyre szofisztikdltabb statisztikai mddszerek, modellek, dimenzidcsdkkentd

crer
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A csalad vagy nemzetség szinten dsszevont gomba adatok fékomponensei szignifikans
Spearman korrelaciokat mutattak kiilonboz6 vegyiiletjeloltekkel 37 és 41 esetben. Az esetek
nagy szama miatt a PCA toltés értékek értelmezése helyett inkabb megprobaltuk a kozvetlen
Spearman korrelacidkat megvizsgalni a clr-transzformalt gomba és kémiai abundancia adatok
kozott, mely egyre szélesebb korben hasznalt megkozelités (Quinn and Erb, 2021). A
megkozelités egyik fontos eldnye, hogy ezéltal nem hagyunk ki az analizisbdl olyan
vegyiileteket, amelyek nem korrelalnak semelyik masikkal (és emiatt egy nem vizsgalt
fokomponens dimenzioban talalhatdak), tovabba az adatok interpretacidja is sokkal
egyszeriibb. FObb hatranya az, hogy nagyon nagy szamu statisztikai teszteket kell elvégezni,
emiatt statisztikai korrekciot kell végezni a fals pozitiv eredmények kiszlirésére, ami
jelentésen csokkenti a statisztikai erdt. A kordbban ismertetett transzformalasok miatt a
gomba adathalmaz mar nem volt kompoziciés (Gloor et al., 2017). A metabolomikai adatok
vagy valddi koncentracioként (gliikozinolat-tartalom) vagy a vegyiiletjeldltek QC-hoz
viszonyitott fold-change értékeként lettek kifejezve (nem célzott metabolomikai eljarasbol
szarmazd értékek), ezért a metabolomikai adatok nem kompozicids jellegliek. Ezek
kovetkeztében nem feltételeztiink korrelacios miitermékeket, a modszer hasznalhatonak
bizonyult. Habar a csaldd ¢és nemzetség szintli adatok kozott jol lathato atfedések voltak,
amennyiben egy csaladon beliil valamelyik nemzetség nagyon dominans volt, igy is sikeriilt
99 (csalad szint) és 72 (nemzetség szint) szignifikdns korrelaciot taldlnunk ezzel a
modszerrel.

Rend szinten vizsgalva az adatokat megfigyelhetd, hogy a leginkabb érintett
gombatdrzsek a Xylariales, Capnodiales, Sordariales €és Saccharomycetales rendekbe
tartoztak. Fontos megemliteni, hogy néhadny mintaban ezen leolvasasok ardnya az Osszes
leolvasas rendre 73,4%, 15,7%, 74,2% és 38,4%-at is elérte. Néhany mas csoportbol
szarmazo0 taxon is korreladciokat mutatott egyes vegyiiletjeloltekkel, pl.: Laboulbeniomycetes,
Agaricomycetes ¢és Eurotiales, azonban ezek atlagosan a leolvasasok kevesebb mint 1%-aért
feleltek.

A legalabb nemzetség szinten aggregalt adatokat vizsgdlva a Monosporascus,
Setophoma, Tetracladium, illetve a Morosphaeriaceae, Agaricomycetes taxonokba tartozo
gombakra gyakorolta a legnagyobb hatast a novény kémidja. Ezek a taxonok feleltek rendre
az Osszes leolvasas 5,6%, 1,3%, 0,3%, 1,5% ¢és 0,8%-4ért, maximalis ardnyuk pedig akar a
73,4%, 32,1%, 28,6%, 59,2% és 21,7%-ot is elérte. Tovabbi gomba taxonok is valtoztak, de
kisebb hatasmérettel, pl.: Fusarium, Melanoleuca, Brachyphoris, Thanatephorus, valamint a

Pezizaceae ¢és Pleosporales csoportokba tartozd gombak, amelyek rendre 4,0%, 5,4%, 0,4%,
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4,9%, 2,4% és 3,2%-at tették ki az dsszes leolvasasnak. Osszességében elmondhato, hogy az
Osszes leolvasas 35,23%-at kitevé ASV-k korrelaltak egy vagy tobb vegyiiletjeldlttel.

A legnagyobb befolyassal 1év0 vegyiiletjeldltek listajan szdmos természetes vegyliletet
megtalalhatunk kiilonb6z6 bioszintetikus osztalybol. Meglepé modon a fébb gliikozinolatok
nem eredményeztek nyers korrelaciot egyik gomba csoporttal sem, annak ellenére, hogy
nagyon nagy koncentracidban megtalalhatdéak a tormaban, mas képosztafélékhez képest is.
Ha 0Osszevetjiik a vegyiiletosztdlyok és a gomba rendek kozotti szignifikans korrelaciok
hatasnagysag értékeit, nem lehet egyértelmiien kivalasztani legnagyobb hatdst mutatd
vegyliletosztalyt, bar kisebb kiilonbségek azért latszanak.

A nemzetség szintli adatokat vizsgalva nem bizonyithaté az a feltételezés, hogy a
gliikozinolatok jatszandk a kulcsszerepet a gombakozosség kialakitasaban, legalabb akkora
hatdsa van a flavonoid glikozidoknak vagy mas hozzévetdlegesen azonositott glikozidoknak.
Tovabba ugy tlnik, hogy szintén fontos szerepe van a lipideknek és lipidszerti molekulédknak,
illetve a peptideknek is, bar peptidek esetében a relativ szoras értékek is magasak. A
legnagyobb hatdsnagysag értéket (absz. hatasnagysag > 2) a peptid-szerli vegyiiletek
mutattdk, a Canopus algoritmus szerint ezek gamma-glutamil aminosav-szarmazékokhoz,
illetve tovabbi peptidekhez tartozhatnak. A korrelaciok maésik nagyobb csoportja (absz.
hatasméret > 1,5) primer és specializalt metabolit osztalyokat is tartalmaz, mint pl.: flavonoid
¢s mas feltételezett glikozidok, illetve egy gliikozinolat. Ezek erds korrelaciot mutatnak
szamos gombataxon abundancidjadval. Ezeken feliill még néhany peptidet, foszfolipidet €s
N,N-(dimetil)-tiobenzamid is megtalalhatunk ebben a csoportban. Rend szinten a
legerésebben befolydsolt gomba taxonok a Xylariales, Capnodiales és Saccharomycetales,
mig nemzetség szinten a Setophoma, Monosporascus és Tetracladium voltak.

Hotérképen abrazolva megfigyelhettiik, hogy szamos primer és specializalt
vegyiiletosztaly részt vett ezekben az interakciokban, beleértve a lipideket, indol
szdrmazékokat, glikozidokat és peptideket. Az egy vagy tobb gombataxonnal nagymértékii
korrelaciokat mutatdé vegyiiletek tobb klaszterben is szérddhatnak a hoétérképen, ami azt
jelenti, hogy az eredmények nem magyarazhatébak szimplan a vegyiiletek

Az értekezésben bemutatott eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a névény-gomba
interakciok valoban komplex hélozatok szovedéke, mar az altalunk bemutatott 2 dimenzidban
(metabolomika-metagenomika) is sok biologiai jelenség magyarazata rejlik. Azonban, az

efféle haldzatok feltardsa nem trividlis feladat, sot, Gjabb omikai rétegek bevonasaval a

23



probléméak halmaza még nagyobbra tagithaté. A probléméra szdmos megoldas 1étezhet, pl.

korrelacios haldzatok épitése, mely jovébeni kutatdbmunkank egyik fontos alapkove.
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5. Megbeszélés

5.1. Illékony szerves vegyiiletek (VOC) vizsgalata torma-asszocialt gombak gozterében

5.1.1. Azonositott gombak

Az éltalunk azonositott endofiton gombdak jellemzden Brassicaceae ndvények
endoszférajaban is gyakran el6fordulnak, néhany kevésbé gyakori nemzetségbe tartozo
torzset is tudtunk azonositani, mint példaul a Volutella sp. Arabidopsis thaliana-bol, amely
szintén a Brassicaceae képviseldje, szdmos, altalunk is talalt nemzetséget leirtak, pl.: Phoma,
Phomopsis és Plectosphaerella (Junker et al., 2012).

Bar joval tobb talajgombat sikeriilt izolalnunk az endofitonokhoz képest, de
fajdiverzitast tekintve egy sokkal homogénebb csoportnak mutatkozott, elsdsorban a
Fusarium és Penicillium fajok dominaltak. Ez nem meglepd, hiszen vilagszerte a
talajkozosségekben csak néhdny Ascomycota taxon domindns, koztik az imént emlitett

genusok (Egidi et al., 2019).

5.1.2. Headspace GC-MS inokulaciés mddszer hatékonysaga

A gombanevelési modszeriink alkalmazésaval, a lezart headspace iiveg feltételezhetden
mikroaerofil kdrnyezetet biztosit a gombak szamara, amely serkenti a VOC-ok el6allitasat.
Ezt a jelenséget mar endofiton gombakban is megfigyelték kordbban (Schoen et al., 2017). A
modszeriink segitségével, tudomasunk szerint eldszor irtuk le a Cadophora, Curvularia,
Notophoma, Paraphoma, Plectosphaerella, Pyrenochaeta, Setophoma ¢és Volutella
nemzetségekbe tartozd gombdk VOC mintazatat. Néhany tovabbi altalunk is vizsgalt
nemzetség képviseldinek VOC profiljat mar kordbban is leirtak, pl.: Colletotrichum
(Rojas-Flores et al., 2019), Penicillium (Ndagijimana et al., 2008), Phomopsis (Singh et al.,
2011), mely vizsgéalatokban szamos, altalunk is azonositott vegyiiletet 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 gombak altal termelt VOC-ok kiilonb6z6
versenyeldnyokhoz juttathatjdk dket, féleg ha a gazdandvények altal eldallitott tapanyagok is
hozzaférhetoek szamukra. Ezt a jelenséget a novények is kihasznalhatjak a sajat érdekiikben,
példaul aziltal, hogy kiilonb6z6 exudatumokat bocsatanak a kornyezetiikbe (Zeng et al.,
2003), ezzel odavonzva ¢és taplalva olyan gombdkat melyek segithetik annak fejlodését. Az

exudatumok Gsszetételének, pl. a gliikozinolatok ardnydnak valtoztatdsdval a ndovény sajat
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javara valtoztathatja a rizoszféra kozosség Osszetételét (Bressan et al., 2009; DeWolf et al.,

2023).

5.1.3. Gombaék éaltal torténd gliikozinolat lebontas

Régota ismert tény, hogy gombdk is képesek a gliikozinoladtok lebontédséara, eldszor
Aspergillus sydowi-bol irtak le tiogliikozidaz aktivitast kozel 80 éve (Reese et al., 1958).
Azota a glikkozinolat-bontdé gombak listija jelentdésen kiboviilt, mint azt attekintettiik
(Plaszko et al., 2022), pl.: Macrophomina phaseolina, Phoma radicina, Setophoma terrestris
(Szfics et al., 2018), Aspergillus clavatus, Fusarium oxysporum (Smits et al., 1993).

Mivel a malatakivonat taptalajon névé gombak gdzterébdl nem detektaltunk kén
tartalmu vegyiileteket, igy minden bizonnyal a tormakivonaton inkubalt gombak altal
eldallitott kén tartalmu vegyliletek gliikkozinoldt bomlastermékek Ilehetnek. Eldzetes
szdmitasaink alapjan torméaban a gliikozinolatok adjak a ndovény Ossz kéntartalmanak kb.
30-35%-at. A kiilonboz6 standardok keverékét tartalmazd kalibracidos mintdk jo relativ
szorast (RSD) mutattak az allil-cianid, allil-izotiocianat, dimetil-szulfid és szén-diszulfid
esetében. A fenetil-izotiocianat ¢és fenil-propionitril miiszeres analizise nem volt
megbizhatoan reprodukalhatd alacsony illékonysaguk miatt, igy ezeket a tovabbiakban nem
targyaljuk. Az altalunk alkalmazott modszerrel nagyon jol detektalhatd volt a szinigrinbdl
szarmazo allil-cianid, gyakorlatilag mindegyik gombatenyészet gézterében detektalhaté volt,
¢s 4 torzs a kontrollhoz képest szignifikdnsan nagy mennyiségben termelte. Fontos
megjegyezniink azonban, hogy az allil-cianid képzddése nem csak enzimatikus reakcid
terméke lehet, pH vagy ionos valtozasok hozzajarulhatnak a spontdn bomléssal torténd
1étrejottéhez. Az allil-izotiocianat szintén tagadhatatlanul szinigrin eredetli vegytilet, amit 3
gombatdrzs is szignifikdns mennyiségben termelt. Az izotiociandtok 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 adaptacids mechanizmusként glutationt
bocsathatnak ki a kornyezetiikbe a szamukra toxikus izotiocianatok eliminalasa végett.
Hasonl6 konklizidra jutottunk korabbi vizsgélataink soran is (Sziics et al., 2018). Szamos
gombatdrzs esetén detektaltunk szén-diszulfidot is, 4 esetben szignifikdns mennyiségben a
kontrollhoz képest, mely szarmazhat az allil-izotiociandt nem-enzimatikus bomlasabol

(Pechacek et al., 1997), vagy akar gombdk altali detoxifikacidés tutvonalakbol is. Ezt
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alatdmaszthatja az is, hogy a headspace gdézterekben az allil-izotiocianat és szén-diszulfid

szintjének korrelacioja viszonylag magas volt (R* = 0,608).

5.1.4. Endofiton és talajgombak elkiilonithetdsége VOC mintazat alapjan

A gomba izolatumok dontd tobbsége egyedien jellemezhetd volt a VOC mintazatuk
alapjan, ugyanis szamos vegyiilet mennyisége nagyon szignifikdnsan eltért 1-1 izolatum
kozott, ilyenek példaul az allil-cianid (p = 5,55 x 10**), allil-izotiocianat (p = 3,48 x 10%) és
szén-diszulfid (p = 5,40 x 10™"). Mindezek ellenére, az altalunk vizsgalat endofiton és
talajgombak csoportjai nem elkiilonithetéek szignifikdnsan, sem a VOC mintazatot, sem az
egyedi vegyliletek mennyiségét tekintve. Ez a megtfigyelés eredhet abbdl is, hogy mig az
endofiton csoport nagy taxonomiai diverzitdst mutatott, a talajgombak csoportjara ez mar
nem volt igaz. Bar fontos megjegyezniink, hogy a Fusarium és a tobbi nemzetséghez tartozo
gombak kozott nagyon jelentds az eltérés a gdzteriikbdl detektalt vegyiileteket illetden, de

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

5.2. Metabolom - mikrobiom korrelaciok vizsgalata terepi tormanovényekben

5.2.1. Nem-célzott metabolomikéval azonositott vegytiletek

A gliikozinolatok mellett kempferol glikozidokat és foszfolipideket is kimutattak mar
tormagyoOkerekb6l (Herz et al, 2017), mely aldtdmasztja megfigyeléseinket. A
hozzavetdlegesen azonositott gliikozinolatok izomerjeit mar leirtdk tormdbol mint
izotiocianat bomlastermékek (Blazevi¢ et al., 2020), bar pentil-gliikozinolatot korabban nem
talaltak tormamintdkban (Agneta et al., 2012). A gliikozinolatokra jellemz6 m/z 259,0126
fragmens (Rochfort et al., 2008) jelenléte, és a Canopus talalatok alapjan a vegyiiletjeldlt
minden bizonnyal egy gliikozinolat. A tobbi vegyiilet kdzott szerepel egy kumarin-glikozid,
amelyet jelenlegi tuddsunk szerint kordbban még nem irtak le tormagydkerekbdl, de tudni
réla, hogy a Brassicaceae ndvénycsaldd egyes tagjainak exuddtumanak fontos alkotdeleme
(Sarashgi et al., 2021), igy jelenléte nem meglepd. Az indol-3-karbaldehid €s mas triptofan
eredetli vegyliletek szintén gyakran el6fordulnak a Brassicaceae szakirodalomban, és a
novénycsalad kiilonb6zo fajaibol is kimutattdk mar éket (Bednarek et al., 2011; Li et al.,
2023). Osszességében a CSI:FingerID és a Canopus algoritmusok altal generdlt javaslatok
jelentésen lerdviditették a vegyiiletjeloltek azonositdsdhoz sziikséges id6t, bar részletesen

megvizsgalva nem mindegyik javaslat bizonyult teljesen pontosnak.
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5.2.2. Glikozinolat tartalom és a kémiai Osszetétel variabilitasa

A gliikozinolatok alapvetden antifungalis vegyiiletek prekurzorai (Plaszko et al., 2022,
2021) ¢és kiemelt jelentdségiik van a novényi patogenezis megeldzésében (Agee et al., 2010;
Frerigmann et al., 2016; Kuhn et al., 2017). Hat, olasz tormafajtdn végzett 6sszehasonlitd
vizsgalatban hasonl6 szinigrin, gliikonaszturtiin, glitkobrasszicin és gliikoiberin gliikozinolat
aranyokrol szamoltak be, mint amilyeneket mi is taldltunk az altalunk vizsgalt mintdkban
(Agneta et al., 2014). A mintavételi évek kozotti variabilitds feltehetéen a vegetacids
idészakokban lehulott csapadék mennyiségének kiilonbségeibdl adodik, mivel a hdmérséklet
¢s a csapadék fontos szerepet jatszik a novény termesztésében (Nguyen et al., 2013). Fontos
az egyes fajtak kozott elegenddnek talaltuk ahhoz, hogy a koncentracioé adatokat autoskalazas

utan Spearman korrelacios tesztekkel vizsgaljuk.

5.2.3. Tormamintédk endofiton gombako6zdsségének Osszetétele

A ndvényi mintdkban szdmos olyan nemzetséget taldltunk, amelyeket mar
endofitonként leirtak kordbban, tobbek kozott a Paraphoma (Kang et al., 2021),
Plectosphaerella (Feng et al., 2021; Wei et al., 2021), Podospora (Penner and Sapir, 2021)
nemzetségeket. Ezek koziil 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-diverzitds metrika egyértelmii kiilonbségeket mutatott a
kiilonb6zo mintatipusok kozott. Ahogy az varhato volt, a talajmintdk mutattak a legnagyobb
gazdagsagot és diverzitast a tobbi mintdhoz képest. Ez nem meglepd, hiszen a ndvényi
mikrobiom altaldban kevésbé diverz (Sasse et al., 2018), mivel egy nagyon erds sziir6 lehet,
hogy szamos talajgomba képtelen kolonizalni ndvényi szoveteket. Kordbban is leirtak mar,
hogy filogenetikailag tavoli novénycsaladok gyokér endofiton kozosségei meglepden nagy
hasonlosagot mutatnak (Toju et al., 2019).

Ezzel szemben, a dominancia és egyenldségi indexek azt mutattdk, hogy a tormamintak
nagyobb variabilitassal rendelkeznek sajat kategdriajukon beliil mint a talajmintadk. Hasonlo
jelenséget mar korabban is leirtak (Seabloom et al., 2019), ahol a szerzOk arra a
megallapitasra jutottak, hogy a gomba endofiton kdzosségek eltérnek egy teriileten beliil, de a
gazdandvények tapanyagelldtdsa nincs rajuk konzisztens hatdssal. Ennek ellenére, ahogy

majd a késdbbiekben is lathatjuk, ha egyetlen fajbol elegend6en nagy szamu replika a
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rendelkezésiinkre all, sikeresen lehet olyan modelleket épiteni melyek képesek feltdrni a
névényi kémia és a gomba kolonizécio kozti korrelaciokat. A legtobb tormamintdban néhany
gombatdrzs viszonylag nagy dominanciaval rendelkezett, ezt mar tobb névénycsalad esetében
is megfigyelték kordbban (Toju et al., 2019). A dominancia mértéke azonban még igy is
szembetiing, mely arra utalhat, hogy vannak pionir vagy gyorsan ndvekvo opportunista fajok,
melyek a novényi niche jelentds részét elfoglalhatjdk. Ez érdekes kérdéseket vet fel azzal
kapcsolatban is, hogy az ilyen jellegli vizsgalatokban hany replikadt lenne sziikséges

részletesen megvizsgalni.

5.2.4. Gomba és kémiai abundancia adatok kozotti korrelacidok

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a ndvény-mikroba interakciok vizsgalatdban a
komplex kémiai mddszerek, mint pl. a metabolomika, rendkiviil elényosek lehetnek. Bar ez a
modszer nem tudja kivaltani azokat a tanulmanyokat, ahol knock-out mutans névényeket
hasznalnak egy-egy vegyiilet a ndvényi mikrobiom Osszeszerelddésében jatszott hatdsanak
bizonyitasdra, a metabolomikai moédszer megmutatta, hogy a ndvényi gombakdzosség
kortilbeliil egyharmada korreldl a ndvényi metabolom valtozasara.

Bar a tervezett kisérleti elrendezés megengedte szamunkra a korrelaciok keresését,
eredményeinket nem szabad kozvetleniil ok-okozati Osszefiiggésekként értelmezni, ugyanis
szdmos egyéb magyarazat allhat a jelenségek hatterében. A vegyiiletjelolt és gomba
abundancia értékek kozotti pozitiv korrelacid lehet példaul a “toborzas” - elicitacio pozitiv
visszacsatolasi hurok eredménye. Ilyen esetekben a gomba koveti a ndvény altal kibocsatott
kémiai szignalokat, majd megprobalja kolonizdlni azt, melyet a novény valaszreakcioval
probal kordaban tartani (Sasse et al.,, 2018). A vegyiilet bioszintézise olyan szinten
stabilizalodik amit a gomba még képes elviselni, de tovabbi névényi valaszreakciét mar nem
eredményez, ezzel 1étrehozva egy kiegyensulyozott antagonista kapcsolatot a novény és a
gomba kozott (Schulz et al., 2015). Ha ez a bioszintetikus rata magasabb mint az alapszint,
akkor feltehetéen egy pozitiv korrelaciot lathatunk a gomba abundancia értékek és metabolit
koncentracioja kozott. Mivel a metabolomikdban dinamikus folyamatok “pillanatképét”
emelkedése egy gomba behatoldsanak az eredménye, amely esemény példadul aminosavak,
rovid peptidek vagy sejtfalalkot6 monomerek felgylilemlését okozhatja. Megemlitendd, hogy
¢l6 szovetek kolonizacidjakor a gombak specialis sejtfal degradald enzimeket hasznalhatnak

(Sun et al.,, 2023; Zuccaro et al., 2011). Mivel a kiilonb6zé gomba taxonok invazios
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stratégiaja eltérhet, igy a ndvény kiilonféle bioszintetikus vegyiiletek kombinacidjaval
védekezik (Narayani and Srivastava, 2017; You et al., 2021).

Feltételezhetéen negativ korrelaciokat lathatunk a kémiai és gomba adatok kozott olyan
esetekben, amikor a gomba megprobal behatolni a gazdandvénybe, de egy olyan vegytilet
bioszintézise indul be, amely sikeresen csokkenti a gombakolonizaciot. Azok a novények,
melyek nem képesek efféle vegyiiletek bioszintézisére, sokkal nagyobb eséllyel
kolonizalédnak egy ilyen gombatdrzs altal, bar ezt a jelenséget csak bizonyitottan
antifungalis hatassal rendelkezd 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
kolonizacidja sordn a gombdk felvesznek bizonyos vegylileteket, igy a ndvényi szdvetek
részlegesen kimeriilhetnek azokbol.

Az azonositott vegyiiletosztalyok koziil a flavonoid glikozidok mutatkoztak az egyik
legnagyobb befolyassal rendelkezd csoportnak a gomba abundancia korrelacidkat illetden.
Sok flavonoid, beleértve a kempferol szdrmazékokat is, bizonyitottan antifungalis vegyiiletek
in vitro korliilmények kozott (Al Aboody and Mickymaray, 2020; S4 et al., 2023), tovabba in
vivo bizonyitékok is vannak arra vonatkozoan, hogy ezek a vegyiiletek szerepet jatszhatnak a
gombak elleni védelemben. A szakirodalomban fellelhetdek olyan publikaciok, melyekben
leirtak, hogy gombafertdzés esetén a flavonoidoknak vagy azok downstream termékeinek a
bioszintézise megnovekedhet (Forster et al.,, 2022), vagy nagyobb mennyiségben
akkumulalédhatnak, pl.: Cucumis sativus ndovényekben (McNally et al., 2003). Mivel a
flavonoidok a legtobb gombéaval pozitiv korrelaciot mutattak, igy elképzelhetd, hogy fontos
szerepet jatszanak a fentebb is emlitett kolonizacio - elicitacio visszacsatolasi hurokban vagy
az arbuszkuléris mikorrhiza kapcsolatok 1étrehozasahoz alkalmas gombak odacsalogatdsaban
(Wu et al., 2023).

A gliikozinolat bomlastermékek antifungalis vonatkozasarol mar jelentés méreti
szakirodalom elérhetd, de mivel a gliikkozinoladtoknak énmagukban nincs antifungalis hatasuk,
ezért minden bizonnyal a bomléstermékeknek van valddi szereplik a gomba-kolonizéacio
szabalyozasaban, mint azt korabban 0&sszefoglaltuk (Plaszkdé et al.,, 2022). A jelen
kutatomunkéban vizsgalt nativ gliikkozinolatok gombakra gyakorolt hatdsa a jelenlegi
adatsorban sem latszik egyértelmiinek, mivel a Saccharomycetales fajok abundancidja
negativan korreldl a hozzavetdlegesen azonositott gliikozinolatokkal, de a Xylariales és a
Morosphaeriaceae tagjai pozitivan. A fobb glilkozinolatok lathatban nem mutatnak
korrelaciokat, de ez adodhat abbdl is, hogy a tormaban kifejezetten nagy koncentracidban

talalhato gliikkozinolat a tobbi Brassicaceae zOldségfélékhez képest, ami azt jelentheti, hogy

30



csak a downstream termékek képzddése az eldfeltétele a gomba kolonizacid megallitasanak,
¢s nem sziikséges (vagy mar nem is lehetséges) a gliikozinolat bioszintézis fokozasa.

Nem meglepd, hogy a fitoalexin-szerli vegyliiletek negativ korreldcidkat mutattak a
gombaabundancia értékekkel, szamos, részletesebben nem azonosithat6 Ascomycota ASV
negativan korrelalt egy indol-3-karbonsav szarmazékkal, tovabba egy indol-3-metil aminosav
szarmazék és az indol-3-metil cisztein szintén aktivnak bizonyult. Ezen vegyiiletek kozeli
rokonai gyakran eldkerlilnek Arabidopsis-gomba interakciokrol szold publikacidkban,
melyekben  szignifikdns  szerepet tulajdonitanak ezeknek a  vegylileteknek a
gomba-kolonizaci6é 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-kolonizéci6 gatlasdhoz.

A peptidek altaldban véve nem rendelkeznek szignifikans antifungélis hatéassal, de
irtak mar le specialis, antifungalis hatasu peptideket (Fan et al., 2023), bar ezek sokkal
nagyobb méretiiek mint néhdny aminosav. Ennek ellenére érdekes, hogy a 423,1387@12,58
¢s 471,1058@11,06 peptidek rendkiviil erds negativ korreldciot mutattak, magasabb
koncentraciojuk esetén a Xylariales, Capnodiales, Saccharomycetales, Sordariales,
Agaricomycetes csoportokba és a Setophoma, Monosporascus, Melanoleuca nemzetségekbe
tartozd gombak mennyisége is csokkent. Ami még inkabb emlitésre mélto, hogy ezek egyike
glutation-izotiocianat adduktként lett azonositva, amely az izotiocianatok detoxifikacioja
soran keletkezik gombakban (Szlics et al., 2018). Az adatokban torténd célzott keresés
(mzMine szoftverrel) sordn a 407,1071@11,86 és 471,1388@ 13,35 vegyiiletjelolteket is
megtalaltuk, amelyek minden bizonnyal szinigrin és gliikonaszturtiin izotiocianatjaival
alkotott glutation adduktok, tovabba nyomokban egy gliikobrasszicin eredetii is fellelhetd
volt. Megemlitendd, hogy mig gliikoiberinbdl szarmazé izotiocianat addukt mennyisége
0,709-es korrelaciot mutatott a gliikoiberin gliikozinolat tényleges mennyiségével, ez az érték
szinigrin ¢és gliilkonaszturtiin esetén 0,35 alatt volt. Ez biztatd abbdl a szempontb6l, hogy
valészinlileg nem mintaeldkészitési mitermékeket, vagyis a nem kielégitd kriogén
homogenizalas miatt a mirozindz reakciobdl szarmazé downstream termékeket latunk.
Viszont, az emlitett adduktok jelenléte szamos tovabbi kérdést felvet, amelyek tovabbi
kutatasok alapjaul szolgdlhatnak. Mivel az izotiociandt szarmazékok vagy adduktok részesei
a gliikozinolat védelmi rendszernek (Hiruma et al., 2013; Pislewska-Bednarek et al., 2018),
feltételezhetd, hogy a gliikkozinolat lebontas lathatd koncentracidbeli valtozas nélkil is
lezajlodhat. Ahogy fentebb is lathatd, ez annak is lehet az eredménye, hogy a tormaban

kiilondsen nagy koncentracioban taldlhatéak gliikozinolatok a tobbi keresztesviragl
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ndvénnyel Osszevetve (Gonda et al., 2016). A gliikozinolatok kdzvetlen vizsgalata helyett
érdemesebb lehet a downstream bomlédstermékeket vizsgalni gomba - ndvény interakciok
tanulmanyozasakor, ezzel fény deriilhet tovabbi, eddig ismeretlen jelenségekre. Az imént
emlitett megkdzelitést alkalmaztdk mar Arabidopsis thaliana névények vizsgélatanal, ahol
gliikozinolat downstream bomlastermékek széles skalajat vizsgaltak (Bednarek et al., 2011).
A gliikozinolat eredetli izotiocianat downstream termékek létrejottében a glutationnak is
fontos szerepe van, feltételezhetden az autotoxicitas elleni védelemben is (Hématy et al.,
2020; Hiruma et al., 2013; Pislewska-Bednarek et al., 2018), amit eredményeink is
alatdmaszthatnak. A kiilonbozo gliikkozinolat downstream termékek, pl.: indolos vegyiiletek,
bioszintézisére vald képesség egy fontos eldfeltétele a gombdk altali kolonizacid
szabalyozasanak (Bednarek et al., 2009). Ugyanakkor fontos megjegyezniink, hogy ezekben a
folyamatokban szerepet jatszé kulcsvegyiiletek listaja egyeldre nem teljes (Frerigmann et al.,
2016; Kuhn et al., 2017). Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a gliikozinolat eredetii
izotiocianat bomlastermékek glutationnal alkotott konjugatumai jo kiindulopontjai lehetnek
jovobeli novény-gomba interakcids vizsgalatoknak.

Az aminosav szadrmazékok altal mutatott pozitiv korrelacidk, viszont, elsésorban a
“gombatoborzas” hipotézist erdsitik, mivel a primer metabolitok, nem meglepd moddon,
tapanyagként is szolgalhatnak a gombdk szamara. Az is lehetséges tovabba, hogy a
megnodvekedett gomba diverzitds miatt a fehérjebontd enzimek abundancidja is megnohet az
apoplasztban, mely tobb, gombak altal is felvehetd, aminosavat és aminosav szarmazékot
eredményezhet. Més primer metabolitok (foszfolipidek és lipid-szeri molekulak, nukleotid
szarmazékok) vegyes korrelaciokat mutattak az egyes gomba taxonokkal. Habar leirtak mar
specialis, antifungalis hatasu foszfolipideket (Cho et al., 1999), kdzvetlen antifungdlis hatés
nem jellemzd rajuk, ezért feltételezhetd, hogy a csokkent mennyiségiik elsdsorban annak

koszonhetd, hogy a gombak felhasznaltak azokat szén- és foszforforrasként.
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6. Osszefoglalas

A jelen értekezés alapjaul szolgald kutatomunkdnk a torma mikrobiomjat alkotd
endofitonok vizsgalatdra iranyult. Munkank soran GC-MS ¢és LC-MS/MS miiszeres
analitikai, illetve 0j-generacids szekvenaldsi modszerekkel vizsgaltuk az endofitonok és a
gazdandvény kozotti kémiai interakcidkat.

Kutatasunk elsé fazisaban torma gyokerekbdl készitett kivonaton vizsgaltuk a tormabol
izolalt endofiton gombak, illetve a torma kornyezetébdl izolalt talajgombak inkubacioja soran
keletkezd illékony szerves vegyiileteket (VOC). Az altalunk alkalmazott inkubécios
modszerrel a relative nagy agarfeliilet és a mikroaerofil kdrnyezet megfelelének bizonyult a
gombak altal termelt VOC-ok hatékony analiziséhez. A gombak gbézterébdl detektalt illékony
vegyiiletek kozt talaltunk példaul alkoholokat, észtereket és ketonokat, tovabba olyan
kéntartalmu vegytileteket is, melyek minden bizonnyal a tormaban talalhat6 gliikozinolatok
bomlastermékei. Nem csak a szinigrin eredetli allil-cianidot és allil-izotiocianatot sikeriilt
detektalnunk, hanem szén-diszulfidot és dimetil-szulfidot is, melyek jelenléte alternativ
bomlasi vagy detoxifikaciés Utvonalak meglétét sugalljak. Tovabba elmondhato, hogy
szdmos gombanemzetség (pl.: Curvularia, Notophoma, Paraphoma, Setophoma)
képviseldjének VOC mintdzatat elsdként sikeriilt leirnunk. Habar az egyes gombak VOC
mintazata jelentésen eltéré volt, az endofiton ¢és talajgombak csoportjat nem lehetett
szignifikansan elkiiloniteni ezen mintazatok alapjan. Mivel in vitro modellekben
bebizonyitottuk, hogy a tormaban és kornyezetében €16 gombak szamos kémiai kolcsonhatast
mutatnak a gazdandvény metabolitjaival szemben, igy részletesebben is megvizsgaltuk a
torma endoszférajat nagyobb ateresztoképességii modszerekkel.

Kutatasunk masodik fazisaban kiilonb6z6 tormafajtdk metabolitjainak 0sszessége €s a
benniik ¢€l6 endofiton gombak kozdtti in vivo kémiai kolcsOnhatdsokat vizsgaltuk,
nem-célzott metabolomikai és metagenomikai adatok integralasaval. A tormagyodkerek
metabolomjdban mért valtozasok szadmos korrelaciot mutattak a kiilonb6z6 endofiton gombak
relativ abundancidjaval. Az azonositott gombataxonok legaldbb egyharmada szignifikansan
korreladlt egy vagy tobb vegyiiletjeldlttel. Nem-célzott metabolomikaval szamos
vegyiiletjeloltet sikeriilt hozzavetdlegesen is azonositanunk, tobbek ko6zott aminosav
szarmazékokat, flavonoid glikozidokat, gliikozinolatokat, indol szdrmazékokat, lipideket,
aromas/polifenolos vegytiletek, peptideket, stb. Tobb ilyen vegyiiletosztalyrol, példaul a
flavonoid glikozidokrdl is ismert, hogy antifungalis hatassal rendelkeznek, ennek ellenére

szamos gombataxonnal pozitiv korrelaciot mutattak. Ez a jelenség a “gombatoborzas™ -
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elicitdcios visszacsatolasi elméletet igazolhatja, mely szerint ez a visszacsatolasi hurok a
ndvény bioszintetikus ratdjat egy magasabb szinten stabilizalja, melyet a potencidlis
kolonizald gombak még képesek elviselni, de az egyéb, példaul patogén gombak fejlodését
gatolhatja. Ezzel szemben, szamos vegyiilet, példaul indol szarmazékok, gliikozinolat
bomlastermékek, negativ korrelacidkat mutatott a gombakkal. Feltételezésiink szerint a
jelenség hatterében az 4llhat, hogy ezek a vegylletek fontos szerepet jatszanak a
gombakolonizacié korlatozasdban. Fontos megjegyezniink még, hogy érdekes modon a torma
6 gliikozinolatjai nem mutattak szignifikans korrelacidkat. Feltételezziik, hogy a ndvényen
beliili nagy koncentraciojuk miatt nehéz lenne szignifikéns valtozast detektalnunk korrelacios
analizisekben.

Osszességében elmondhatd, hogy a nem-célzott metabolomika egy rendkiviil hasznos
kiegészitdje lehet mds omikai (metagenomika, proteomika, transzkriptomika)
megkozelitéseknek. Az altalunk alkalmazott metabolomika - metagenomika kombinacié is
szamos, jol értelmezhetd jelenséget tart fel a ndovény - gomba kapcsolatok komplex
vilagaban. Reményeink szerint kutatomunkank jo kiindulasi alapot jelenthet jovdbeli

multi-omikai tanulmanyok kivitelezéséhez.
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