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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A szirazfoldi edényes ndvények legnagyobb része valamilyen gombaval él
gyokérszimbiozisban, ezt a mutualista egyiittélést mikorrhizanak nevezziik. Magit a
mikorrhiza elnevezést Frank 1885-ben irta le eldszor, német erdékkel kapcsolatos
munkdjaban. A mikorrhizak fobb tipusai az arbuszkuldris, ekto- és ektendomikorrhizak,
tovabba elkiilonitették a gazdantvények alapjan az arbutoid-, erikoid- és orchid-
mikorrhizdkat. Az egyes tipusokra jellemzd, hogy milyen gomba taxon és
noévénycsoport képzi oket.

A szarazfoldi edényes névények déntd tobbsége mikorrhizilt. és ennek a
mutualista kapcsolatnak a hatisa mind a névények tdpanyagfelvételére. mind a
névényvtarsulasok szerkezetére, dltalanosan ismert €s bizonyitott. Ennek ellenére. sajnos
sok ndvénytani kutatisban maig ignordljak a mikorrhizdkat, errél a jelenségrél irta
taliléan Allen. hogy “out of sight, out of mind”.

A kiildnbsz6 mikorrhizakat kiilonb62z6 aspektusokbél és kiilonbézo szervezodési
szinteken vizsgalhatjuk. A fobb iranyok a leir6, taxonomiai. az élettani és a gén-
expresszios kutatasi teriiletek, és kiilon lehet kezelni az alkalmazott mikorrhiza
kutatdsokat is.

Nagyon sok novényrél vannak mikorrhizaltsagukra vonatkozo adatok, de annak
a tulajdonsagnak, hogy egy ndvény képez-e mikorrhizit, €s ha igen, milyen tipusut.
mind az egyed. mind az egyed feletti szinteken megnyilvinulé magas variabilitisa miatt
sok informaciora lenne még sziikség, hogy alaposabban megismerjik kiilonb6z6
tipusainak gyakorisagat.

A'nnak ellenére, 'h(.)gy a magyarorszagi névény- és gombavilag erGsen kutatott.
nagyon keveset tudunk a hazdnkban eléfordulé mikorrhizdkr6l. Az alapos botanikai
feldolgozottsaggal ellentétben, az Alfld specidlis él6helyeinek ndvényzete mikorrhizak
szempontjabol alig kutatott, és nagyon kevés publikdlt adat szdrmazik példéul a
homokgyepek tarsulasaibol. Harom homokgyep néhiny névényfajat vizsgaltak
mikorrhizaltsagukra vonatkozéan, mig a kutatisok masik része a Fumana procumbens
(Dun.) Gr. Godx'f. .(Cistéxceae) 'tﬁrpecséq:g faj ektomikorrh@z?ival foglalkozik. Alfoldi
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erdds teriiletekrdl. mikorrhxn adatok pedxg luzarolag .csak erdeszetl szempontbo!
érdekes fafajok ektomlkorrhxzalra vonatkozoak vannak, '_ ]

Doktori dolgozatomban azon munkdimat mutatom be. melyek soran kiilénbozd
modszerekkel vizsgdltam alfoldi teriileteken talalhaté mik(;rrhizékat és az azokat
létrehozo fajok jellemzdit. Egyes él6helyeken célul tiiztem ki, hogy az ott €16 névények
és gombak részletes mikorrhiza vizsgalatai mellett, adatokat gydjtsek az adon

ndvénytarsulas lehetd legtobb fajanak a mikorrhizaltsagarol.

A kunfehértéi erd6 a virginiai holdruta (Bonychi'um virginianum (L.) Sw.) viros
listas pafranyfaj unikalis magyarorszigi él6helye. és ezért régéta folynak a teriileten
komplex novényokologiai vizsgdlatok. Ezekhez kapcsolddva, mikorrhiza vizsgalatokat
kezdtiink. célul tiizve ki, hogy az egyik erd6tag névényeinek mikorrhizaltsagi statusat
jellemezziik kvalitativ és kvantitativ médon, figyelmet forditva nem mikorrhizas
gvokér-endogén gombstruktirakra is.

A teriileten nagy gyakorisaggal talaltuk meg a homoki szarvasgomba (7erfeziu
terfezioides (Matt.) Trappe) termétesteit. Ennek a gombafajnak a névénykapcsolatairdl
nagyon keveset tudunk, partnernvényeként kordbban csak a fehér akacot (Robinia
pseudo-acacia L.) jel6lték meg. A teriileten végzett stitus vizsgalatok soran szerettiik
volna a gomba potencidlis partnerfajait megtalalni, a Terfezia nemzetség endogén
struktirainak altaldnos jellemz6i alapjén.

Korabbi vizsgélatok mas Terfezia fajokndl a magi rDNS ITS régidjanak érdekes
variabilitasat allapitottdk meg. A Terfezia terfezioides molekularis vizsgalatdval
tisztazni szerettiik volna a faj ITS régidjanak variabilitdsat. Ehhez a kunfehértoi
teriiletrd] szirmazd termotestek ITS szakaszanak RFLP és szekvencia vizsgalataival
kivantunk megtenni. bevonva a vizsgalatokba olaszorszagi mintit is. Kivancsiak
voltunk. hogy erre a Terfezia fajra is jellemz6-e az intraspecifikus heterogenitasa az ITS
régionak.

A terilleten végzett mikorrhiza vizsgalatok egyik legfontosabb célja a
Botrychium virginianum sporofiton endomikorrhizdjdnak részletes anatomiai vizsgalata
volt. Mivel a sporofitonok mikorrhizéjanak részletes vizsgalatdt a nemzetség egyik fajin

sem végezték el kordbban, tisztazni szerettik volna, hogy a génusz valéban



arbuszkuldris mikorrhizdval rendelkezik-e, tovabb4 azt, hogy megtaldlhatdak-e benne
azok a specidlis struktirdk. melyeket a kigyonyelv pafrinyok csalidjénak mds fajaiban
talaltak.

A flilophazi homokbuckas teriilet, mint a Terfezia génusz egyes fajainak fontos
mikorrhiza partnereit adé Helianthemum nemzetség egyik fajanak élohelye keriilt a
vizsgdlt teriiletek k6zé. Ezt a homokgyepet azért is vélasztottuk status vizsgélatokhoz.
mert sok botanikai, viszont minimalis mikorrhizdkra vonatkoz6 adat all rerwlelkezésre
rola. pedig a terillet specidlis viszonyai miant érdekesnek igérkezem a
mikonhizéltségokra vonatkozo vizsglat.

A fiil6phazi teriileten azt is vizsgalni szerettiik volna a ngvények gyékereiben és
gyokerein talilhaté gombastruktirdk részletes tanulminyozisa mellett. hogy van-e
valamilyen §sszefliggés az egyes ndvényfajok mikorrhizaltsiga és az adott tarsulasban
rd jellemz6 conoldgiai, 6kologiai tulajdonsagai kozt.

A fillophazi teriileten €16 €kes napvirdg (Helianthemum ovarum (Viv.) Dun.)
ektomikorrhizdinak részletes anatomiai és molekuléris taxonémiai vizsgalatdt szerettiik
volna elvégezni. tobbek kozott arra keresve a valaszt, hogy milyen természetes
ektomikorrhizdi vannak. és ezek hasonl6ak-e. azokhoz az ektomikorrhizakhoz. melyeket

a teriileten €16. azonos csalddba tartozé masik térpecserje, a Fumana procumbens képez.

A kunfehértéi teriileten taldlt Terfeziu terfezioides termétestekbdl izoldlt steril
kultirdival végzett in vitro kisérietekkel és ezek részletes anatomiai vizsgilataival
pontosabb képet szerettiink volna kapni a gomba stratégidjarol. névénykapesolatairél.
Ezekhez a kisérletekhez két ndvényt valasztottunk:

A korabban partnerként leirt Robinia pseudo-acacia esetében pontos adatokat
kivantunk szerezni ennek az érdekes kapcsolatnak jellemz6irdl.

A masik névényfaj a Helianthemum ovatum volt, ahol vizsgdlni szerettitk volna,
hogy egyaltalin képes-¢ a homoki szarvasgomba ezzel a nvénnyel kapcsolatba lépni. A
gombit soha nem taldltak még olyan €élhelyeken, ahol ez a novény él. A kisérlethez
hasznalt n<'5vény1_"nag9k a fulsphiz te_ri_ilet:(")l szdrmaztak. mely emlékeztet azokra a

félsivatagos élGhelyekre, ahol tobb. mds hZferfe:‘ia faj él. Ennek 3 nbvénynemzetségnek a



kivilasztasa azért is mdokolt volt, mert ‘més Terfezia fajok gyakran képeznek
mikorrhizit a Hehamhemum nemzetseg fajanval es ezekrol a kapcsolatokrol '
rendelkezéstinkre allnak —igaz ‘sokszor félrevezetd — anatomiai adatamk és igy lehetové
valt a korabban publikélt eredményekkel valé dsszevetés.

Mindkét novény esetében a kisérietek soran kiilonbszd foszfatkoncentracidju
taptalajokat haszniltunk, hogy vizsgiljuk, ebben az esetben is lesz-e a
foszfatkoncentraciénak annyira karakterisztikus hatdsa az interakciéra, mint azt mas
Terfezia fajoknal talaltak.

Az alféldi erdok természetes ektomikorrhiziira irinyulé kutatdsok soran
gyijioe. a mintateriileteken taldlt termétestek alapjan feltételezhetden Tuher
rapaeodorum Tul. et Tul. szarvasgomba 4ltal képzett ektomikorrhiza pontos anatémiai
jellemzését és ITS alapi molekuléris azonositasat szerettiikk volna elvégezni.

Ugyanezen vizsgalatok soran gyfijtott mintdknal vizsgdlni szerettiik volna, hogy
a morfologia alapjan feltételezetten a Thelephoraceae csalidba tartozé gombak altal

képzett mikorrhizak molekularis mdodszerrel azonosithatéak-e.

ANYAG ES MODSZER
Mikorrhizdk anatémiai vizsgilatai

Starusvizsgalatok

A mikorrhizaltsagi statusvizsgalatokhoz a kunfehért6i és a fiildphazi teriileten
ndvényfajonként 2-3 egyedrdl gyijtéttiink gyokérmintat, ezeket KOH-os szintelenités
utan anilin-kékkel festettiik. Vimgéltuk az arbuszkularis mikorrhizdk jellemzé
képleteinek  (arbuszkulum, vezikulum, hifa-hurkok) jelenlétét, amennyiben
egvérntelmiien endomikorrhizis volt a gyokér (arbuszkulum vagy hifa-hurok eléfordult a
sejtekben). a kolonizicié kiterjedtsépét és intenzitdsit is becsiiltiik. Vizsgaltuk az
ektomikorrhizak jelenlétét is, tovabba egyéb, nem mikorrhizis endogén és exo.gén
gomba-strukturdkat is. A kunfehértéi vizsgilatok soran a Terfezia terfezioides
potencialis partnerfajanak tekintettiik azt a n6vényt, melynek gydkerében eléfordultak a

Terfezia nemzetségre jellemzd endogén strukturdk.



Ektomikorrhizdk jellemzése

Az ektomikorrhizdk részletes jellemzését Agerer médszereit kévetve végeztiik.
A mintak begyfijtése utén a friss anyagon vizsgaltuk a kdpeny szinreakciéit a fontosabb
reagensekkel. A részletes morfologiai jellemzés mellett az anatomiai vizsgalatokhoz
kopenypreparitumokat készitettiink és a kopeny szerkezetét rajzokkal dokumentaltuk.
akdrcsak a tébbi fontos anatémiai bélyeget (cisztidiumok, rhizomorfik). A tovabbi

jellemzoket télvékony hossz- €s keresztmetszeteken vizsgaltuk.

Gydkérkapcsolatok részletes fény- és elektron-mikroszképos vizsgalatai

A Butrychium virginianum sporofitonokrdl és a Terfezia terfezioides in vitro
kisérleteib6l szirmazé gyokérmintikat 2 %-os glutaraldehidben fixaltuk. majd ozmium-
tetroxidos utofixalas utdn ERL-be dgyaztuk be. A félvékony hosszmetszeteket neofuxin-
kristdlvibolyival festettiik. majd féziskontraszt mikroszkoppal vizsgaliuk. Az
ultravékony metszeteket uranil-acetitos és dlom-citritos kezelés utdn transzelektron-
mikroszkdppal vizsgiltuk. Mindkét esetben az eredményeket fényképekkel

dokumentaltuk.

In vitro kisérletek

A kisérletekben hasznélt Terfezia terfezioides torzset a kunfehértéi teriiletrdl
gyijtott termdtestbdl izoldltuk. A Helianthemum ovatum és Robinia pseudo-acacia
magokat felszin sterilizalas utdn aszeptikus koriilmények kozott csirdztattuk. majd
" micéliummal beoltott téptalajra helyeztik. A kisérlethez agaros médositott MMN
taptalajt Hasméltunk, ot kiilﬁ.nbﬁzé .foszfét koncentriciéval, melyek az eredeti
foszfétmennyiség 12.5, 25. 50, 100 és 200 %-4t tartalmaztik. A nivényeket tartalmazé

Petri csészéket fénykamréban tartottuk 28-32 napig.

Molekuldris vizsgialatok
Az ektomxkorrhxzakbol ésa szantott termétestekbdl CTAB pufferes feltardssal.
kloroformos tlszmassal és, alkoholos kxcsapassal nyertuk kx a DNS-t. A PCR
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reakcidokhoz ITS1F-ITS4 primerpart hasznaltunk Az RFLP vizsgaldtokhoz Cfol. EcoRI
Hinfl és Xhol restrikciés enzimeket hasmélﬁ;kﬂ(, kovetve-a g).'/éi‘lé'-\'nmutata'sét. A DNS
szekvenalashoz a mintdkat gélbol visszaizoldlva _tisnigoﬁﬁk, ezutan a .cycle”
szekvenalashoz ABI PRISM BigDye Teminaior Kit-et haszndltuk a fent emlitett
primerparral. a szekvendlas ABI PRISM 310 szekvenalo segitségével tortént. .
A szekvencidkkal végzéﬁ elemzésekhez a Blast keresoprogram hasznalata utin
kivalasztott génbanki szekvencidkat is haszndltunk. A szekvenciak illesztését ClustalX
programmal végeztik, mig az elemzésekhez és szimitisokhoz (Maximum-likelihood.
Neighbor-Joining, parsimony) a Phylip 3.57c programcsomagot haszniltuk. A

szamitasokat bootstrap analizissel teszteltiik.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Dolgozatomban az alféldi teriiletek mikorrhizdira iranyulé a munkaimat
mutattam be. A vizsgdlatok sordn két kiilonbdz6 névénytarsulds, Osszesen 138
ndvénvfajanak mikorrhizalsigat és gyokérendogén gombastruktirdit jellemeztiik.
Vizsgaltuk az egyik terilleten €16 gombafa) ITS szakaszanak variabilitdsat. részletes
anatémiai jellemzését adtuk egy pafranyfaj arbuszkuldris és egy tGrpecserje faj két
ektomikorrhizdjanak. egy gombafajnak in vitro kértilmények kozott két névénnyel
alkotott gyokérkapcsolatanak részletes anatomiai vizsgalatit végeztiikk el és alfoldi
erd6kbol szirmazé ektomikorrhizakat jellemeztiink és azonositottunk anatomiai és

molekularis mddszerekkel.

* A kunfehértdi erdében végzett mikorrhizaltsdgi statusvizsgalatok sordn 49
novénvfaj mikorrhizilsaganak kvalitativ és kvantitativ jellemezése késziilt el, melyek
koziil 16bb faj esetében ezek voltak az elsé mikorrhizaltsagi adatok. A teriileten relative
magas volt a nem-mikorrhizalt novényfajok aranya, de figyelembe véve a tarsulasok
conoldgiai viszonyait, egyértelmiien mikorrhizalt novények dominalnak az él6helyen.

< A statusvizsgilatok sordan 12 névényfajt jeloltink meg a gyokérendogén

struknirdk alapjan, mint a Terfezia terfezioides hipotetikus partnernévényét.



Hangsilyozni kell azonban, hogy a mddszerek miatt a gazdanévények biztos
azonositdsihoz tovabbi molekularis modszerekkel végzett vizsgalatok sziikse"gesek.

o A teriiletrdl gyjtétt 19 és egy Olaszorszagbdl szirmazd Terfezia terfezioides
termétest ITS szakaszinak RFLP és szekvencia szintii vizsgdlatai, ellentétben mas
Terfezia fajok ugyanezen génszakaszanak intraspecifikus varidcidjaval, az ITS régi6
teljes homogenitdsat mutattik, nagy fSldrajzi tavolsigok esetén is. Ez a tulajdonsag
lehetévé teszi a szakasz megbizhaté molekularis markerként valé hasznalatat és faj
specifikus PCR primerek tervezésével a természetes gazdanbvények azonositasat.

* A kunfehértéi erddben €15 szigorian védett virginiai holdruta (Botrychium
virginianum) sporofiton ‘mikorrhizinak részletes fény- és elektron-mikroszképos
tanulmanyozisa egyértelmtien igazolta. hogy a faj arbuszkulris mikorrhizat képez. Az
arbuszkulum morfoldgiaja eltér a korabban az Ophioglossaceae csaladbél leirt specialis
formakt6l. robusztus. lebeny-szerli megjelenése fosszilis arbuszkulumokra emlékeztet.
A mikorrhiza tipusa egyedi, nem illesztheté a két f6 forma (Arum- és Paris-tipus)
egvikébe sem.

« Az ultrastruktira vizsgdlatok egyértelmiien igazoljak Botrychium virginianum
sporofiton gyokerében lévd arbuszkulumok széntranszportban jdtszott fontos szerepét,
mely elmélet szintjén nem dltaldnosan elfogadott. Ez az els6. a Botrychium nemzetség
valamely fajanak sporofitonjira vonatkozd részletes, ultrastrukturira is vonatkozé
eredményeket bemutaté mikorrhiza vizsgalat.

*A fillbphazi homokbuckas terilleten végzett statusvizsgalatok soran 89
novényfaj részletes mikorrhizaltsagi vizsgélatat végeztiik el, szintén figyelve az egyéb —
elsésorban a DS gombak altal képzett — gytkérendogén struktirakra. Hasonlbéan a
kunfehértoi teriilethez. ezen novények esetében is becsiiltiik a kolonizécié intenzitasit és
kiterjedtségét. A nem-mikorrhizilt novényfajok idébeli és bizonyos térbeli
elkiiloniilésére lehetett kdvetkeztetni a conologiai, névényskologiai adatok alapjan.

» Mindkét teriileten nagy gyakorisaggal kolonizaltak a gyokereket a ..sotét.
szeptalt” (DS) hifajii gombdk struktirdi. Ez a tény megerésiti azt a hipotézist. hogy a
gombacsoport gyakorisaga. jelentdsége Gsszefiigg a stresszel.

- A fiilophazi gyepekben €16 €kes napvirdg (Helianthemum ovatum) két

természetes azonositatlan ektomikorrhizajat jellemeztiik részletesen. A gombapartner



mind a ,Helianthemirhiza hirsuta”, mind a ,Helianthemirhiza latihypha™ esetében
aszkuszos gomba (ezt a molekularis eredxixények is alatdmasztjak). Ezen eredmények az
elsd részletes jellemzései egy Helianthemum faj ektomikorrhizajanak.

» A kunfehértoi teriiletrdl izolalt Terfezia terfezioides szévettenyészetekkel in
vitro kisérletekben vizsgiltuk a gomba interakciéjat Robinia pseudo-acacia és a
fiilophdzi teriiletr6l szirmaz6 Helianthemum ovatum novényekkel. A gyokerek
kolonizicidjanak  erbssége  pozitiv  Osszefliggésben  volt a  tipkozeg
foszfatkoncentricidjaval. A gomba intracelluldris hurkokat képzo jellegzetes hifai
minden esetben halon gazdasejtekben fordultak el6. Egyes strukwirdk a novény
védekezd reakcidit is mutattdk. Hartig-halé szerii strukturdk megfigyelhetéek voltak a
Heliunthemum ovatum esetében — az akacndl az intercellularis hifak egyszerii lefutistiak
voltak. Az eredmények alapjan megkérdojelezhetd a Terfezia terfezioides tisztin
mikorrhizds viselkedése.

» Az alfsldi erdék ektomikorrhizdinak vizsgalata sordn gyijtott Tuber
rapaeodorum ektomikorrhizdja anatémiai jellemz6k alapjan nem kiilonithetd el a Tuber
borchii ektomikorrhizajatol, viszont az elvégzett ITS szekvencia vizsgdlatok
kiértékelése sordn a két vizsgalt mikorrhiza ITS szekvenciaja a Tuber rapacodorum 1TS
szekvencigjaval keriilt egy csoportba és egyértelmiien elkiloniilt a Tuber borchii ITS
szekvenciaktol.

- Az alfoldi erdokben gyjtstt négy tomentelloid mikorrhiza ITS szekvencidjin
alapulé molekuléris vizsgalata lehetvé tette a mikorrhizak azonositdsat. és ezek alapjin
feltételezheté. hogy a mikorrhizdkat a Tomentella stuposa faj képezte. A kiilonbszé
mintik szekvenciai teriiletek illetve gazdantvények alapjan rendezddtek csoportokba.

« Ezek. és a fentebb emlitett ¢redmények Magyarorszigon az elsd olyan
vizsgéla‘tok. melyekben DNS s:zekvencién alapulé mddszerekkel tortént meg

ektomikorrhizikat képzd gombdk azonositasa.
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