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Bevezetés és Irodalmi attekintés

A tobbpartneres egyiittélések iranti érdeklédés folyamatosan ndvekszik €s egyre tobb
tudomanyteriiletet dlel fel. A szimbidzisok egyre tobb olyan biologus figyelmét is felkeltik,
akiket els6dlegesen nem maga a szimbio6zis érdekel, hanem kiilonb6z6 okokbol kifolyolag
szamitasba kell vegyék a szimbionta partnerek molekuléris-, celluldris-, szervezet- ¢és
okoszisztéma-szintii kdlcsonhatasait.

Koztudott, hogy a szarazfoldi novények tulnyomé tobbsége ¢l gombahifakkal
behalozott gyokérzettel. Ez elég nyomos érv e kapcsolatok megismerésére, igy elényeinek €s
hatranyainak feltardsara. Az wutobbi években egyre inkabb reflektorfénybe keriil a
szimbiozisoknak ez a csoportja. Ennek az eltér6 mértékben specifikus, kiilonbozé fajok
kozotti dinamikus kapcsolatnak a megértésben hivhatjuk segitségiil a fluoreszcens in situ
hibridizaciét (FISH). A Tanszékiinkon olyan FISH technikakat fejlesztiink, melyekben torzs
vagy fajspecifikus probakat alkalmazunk. Ezek a probak nem csak in vitro kisérletek nyomon
kovetésére, de terepi mintdk vizsgalatara is alkalmasak. Az altalam hasznalt gyokérmintdkat
laboratoriumi koriilmények kozott inokulaltdk két gyokérkolonizaldo gombaval: az elterjedt
arbuszkularis mikorrhiza képzé Glomus intraradices-szel (=Rhizophagus intraradices) és a
gyakori sotét szeptalt gyokér endofiton (DSE) Cadophora sp.-vel.

A mikorrhiza képz6 gombdk e két csoportjat azért talaltdk megfelelonek, mert a
természetben is eldfordulnak egyiitt, igy viszonylag konnyedén Osszehozhatok egy kisérleti
rendszerben. A Glomus intraradices-re, mint az arbuszkularis mikorrhiza képzé gombak
(AMF) egyik legtobbet vizsgalt modellfajara esett a valasztas. A Cadophora faj a mikologiai
laboratorium egyik vizsgalatdnak alanyaként jott szoba. Ezen felil ez a faj abbdl a
szempontbol is fontos, hogy a mddszer optimalis mitkddése esetén nemcsak a gombak
specifikus jelolésre lesz alkalmas, hanem azok morfologiai vizsgalatara is. Igy lehetSség
nyilik az ezen a téren kevéssé ismert ¢és kutatott DSE gombak altal 1étrehozott struktarak és
maganak a szimbidzisnak a strukturalis vizsgélatara.

A DSE gombak a gyodkérkolonizald6 gombak egyik gyakori csoportjat képezik. Olyan
kornyezetekben elterjedtek, amelyekben erds abiotikus stressz hat az éldlényekre, mint
példaul a (fél)szaraz Okoszisztémakban. Minden fajuk az Ascomycota tdrzsbe sorolhato.
Knapp ¢és munkatarsai definicija szerint DSE gomba minden olyan endofiton faj, amely
nincsen negativ hatdssal a novényre és mikroszklerociumot képez a gyokérben. A szaraz é€s

félszaraz teriileteken a DSE gombakat gyakorinak talaltak és volt ezek kozott az €él6helyek



kozott néhany kozos kulesfaj is. Tobbek kozott ezért is fontos a DSE gombak tovabbi
vizsgalata (Knapp, Pintye, és Kovacs 2012).

Az arbuszkuldris mikorrhiza képz6 gombék mutualista gyokér szimbiontdk, amelyek
az edényes novények 80%-aval élnek egyiitt és minden szdrazfoldi okoszisztémaban jelen
vannak. Az 6sszes AMF faj a Glomeromycota térzsbe tartozik. Az AMF-ek fontosak, mivel
javitjdk a novényi ndvekedést a foszfor felvétel fokozasan keresztiil és rezisztenciat
biztositanak a ndvényi patogének ellen (Hijri, Niculita, és Sanders 2007).

Az arbuszkularis mikorrhiza (AM) tanulméanyozéasahoz gyakran sziikség van a gombak
hifainak és mas képleteinek megfestésére specialis festékkel. Fluoreszcens festékek, mint
példaul a savas fukszin és a buzacsira agglutinin konjugatumok kitin eredményeket adnak,
de ezek a vegyiiletek vagy veszélyesek vagy nagyon dragék. (Diagne és mtsai. 2011)

Phillips ¢s Hayman kidolgozott egy modszert az AMF struktardk festésére
gyokerekben, amelyben tripankéket hasznaltak (Phillips és Hayman 1970). A tripankék mint
lehetséges rakkeltd anyag szerepel a Nemzetkdzi Rakkutaté Ugyndkség listdjan (International
Agency for Research on Cancer 1975a). Egy masik gyakran alkalmazott technika (Brundrett,
Piché, ¢és Peterson 1984) az esetlegesen rakkelté chlorazol fekete E festéket hasznalja
(International Agency for Research on Cancer 1975b). A savas fukszin, amelyet szintén
hasznalnak AMF festésére a gyOkerekben (Diagne és mtsai. 2011), szintén karcinogén
vegyiiletnek tiinik (Combes és Haveland-Smith 1982). Ezen tilmenden, a sosavat, jollehet
alacsony koncentracioban, de gyakran alkalmazzak a gyokerek visszasavanyitasara KOH-os
deritésiik utan. (Phillips és Hayman 1970). Az ilyen vegyszerek hasznalatat praktikus lenne
mellézni egészségiigyi és biztonsagi okokbol.

Séjalon-Delmas ¢és munkatarsai a Gigaspora gigantea faj citoplazméjaban
tapasztalhatd autofluoreszcenciat hasznaltak fel a faj hifainak lathatova tételére novényi
gyokérben. Ez a modszer azon feliil, hogy karos anyagok felhasznélasa nélkiil hasznalhato,
alkalmas a G. gigantea specifikus azonositasara is. Ez a specifikus azonositas azonban csak
két gombafaj vizsgdlata esetén igaz (Sejalon-Delmas és mtsai. 1998).

Az autofluoreszcencian alapuld modszer tehat korlatozott, mivel a G. gigantea mellett
csak egyetlen gombafaj megkiilonboztetése lehetséges. Ezt a két fajt is csak abban az esetben
tudjuk megkiilonboztetni, ha a masik gombafaj nem autofluoreszkal az adott hulldimhosszon.

Diagne és munkatarsai egy fluoreszcens festéket, az Uvitex2B-t tesztelték harom
Glomus intraradices altal kolonizalt novényfajban. Két az AM tanulmanyokhoz gyakran

hasznalt faj - a modell Medicago truncatula €és a sargarépa (Daucus carota) - tovabba, egy



aktinorhizaval (az Actinobacteria térzs egyes fajai altal létrehozott gydkérgiimé ndvényi
gyokerekben) rendelkez6 fa, a Casuarina equisetifolia esetében (Diagne €s mtsai. 2011).
Létezik egy olyan eljards, amellyel kikiiszobolhetdk a festési eljarasok hatranyos
momentumai, valamint az egyes gombahifak a kivant specificitassal tehetdek lathatéva. Ez a
modszer a fluoreszcens in situ hibridizacio, azaz a FISH. Ellentétben a korabban felsorolt
modszerek tobbségével a FISH alkalmazéasakor nem haszndlunk rakkeltd vegyszereket és nem
csupan specidlis tulajdonsdgokkal rendelkezd fajok azonosithatéak vele. A modszer
elméletileg alkalmas barmely nukleinsav fluoreszcens jel6lésre, igy nem csak tiszta gomba
tenyészetek, hanem terepi mintak vizsgalatara is felhasznalhat6. Nagy eldnye tovabba, hogy a
fluorokromok konfokalis 1ézer pasztdzd mikroszkop (CLSM) hasznalatara is lehetdséget

adnak, amely nagy felbontast megfigyelést biztosit a médszernek.

A FISH, amely nukleinsav szekvencidk specifikus lokalizaciojara alkalmas, koriilbeliil
husz éves multra tekint vissza. Ez id6 alatt a modszer toretlen fejlodést mutatott(Van der

Ploeg 2000).
A FISH eldnyei a viladgos latoteri eljarasokkal szemben a kovetkezok:

e a fluoreszcencia altalaban nagyobb érzékenységgel és esetenként jobb feloldassal
detektalhato;

e tobb kromofér is rendelkezésre all ahhoz, hogy egyszerre tobb eltérd probat
azonositani lehessen;

e végiil a fluoreszcens savozasi technika kromoszémak azonositasara is alkalmas

(Van der Ploeg 2000).

A FISH elméleti alapjat a DNS és RNS azon tulajdonsdga képezi, hogy hdkezelés -
vagy dimetil-formamid (FA, Sigma) - hatasara a kettds szal denaturalodik, azaz idélegesen
felnyilnak a hidrogénhidak. Igy hozzaférhetévé valik a szintén denaturalt egyszala DNS-
proba szamara a hibridizacios feliilet (1. abra) (Balazs és Adany, 2001)
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1. abra: A FISH alapmechanizmusa (1. internetes forras).

A target (célpont) DNS/RNS nem csak targylemezre fixalt kromoszoma preparatum
lehet, hanem interfazisban 1évé sejtek magja, metafazisos kromoszomak, m- vagy rRNS is

(Sépi és Bodo, 2002).
A rRNS targetnek vald valasztasa mellet tobb érv is szol:

e Minden sejtben megtaldlhato az rRNS, amelynek Osszehasonlitdo analizise a
filogenetikai vizsgalatok alapja.

e  Ennek kovetkezményeként lehetdéség van a probak iranyitott tervezésére. Az
eltérd mértékben konzervalt szakaszok megcélzdsaval a probdk a kisérletnek
megfelelden kiilonb6zo filogenetikai szintre szabhatok.

e A riboszomalis RNS nagy kopiaszamban van jelen. A ndvekvd
baktériumsejtekben 10° nagysagrendben talalunk riboszomakat.

e  Emiatt a természetes sokasag miatt teljes, fixalt sejteket lehet azonositani in situ

fluoreszcensen jelolt rRNS-t célz6 probakkal (Amann és mtsai. 1996).

Nyilvanvald, hogy az organizmusok sajat mikrokdrnyezetiikkben valé FISH-es
vizsgalatahoz elengedhetetlen az alkalmazott probak specificitas szintjének ismerete

(Baschien és mtsai. 2008).

A FISH technika szakirodalmat attekintve jol latszik, hogy mint az esetek

tobbségében, itt is az orvosi alkalmazasi teriilet a leginkabb kutatott huzoagazat. De nem lehet
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azt allitani, hogy csak ezek a felhasznéalasok fejlodnének. Egyértelmi, hogy a névényeken
végzett kisérletekben is egyre nagyobb teret nyer, €s egyre dinamikusabban fejlédik a FISH.
A fluoreszcens in situ hibridizacio a legfontosabb technika a ndvényi citogenetikai
vizsgélatoknal (Singh, Jiang, és Gill 2006). Elsésorban genetikai térképezéshez (ezen
keresztiil példaul filogenetikai kapcsolatok feltardsara) hasznaljdk szdmos novényfajnal,
példaul Oryza sativa-nél (Jiang €s mtsai. 1995), Arabidopsis thaliana-nél vagy Brassica rapa
esetében (Zhang és Sang 1999). A szimbiodzisok vizsgalatdban is szerephez jut a FISH:
zuzmoOk (Cardinale ¢és mtsai. 2008), gyokérgiimOk ¢és mikorrhizdk fajosszetétele
meghatarozhatd altala. Az allati/emberi sejtekkel ellentétben, mind a novények, mind a
gombdk, valamint a baktériumok is sejtfallal rendelkeznek. A sejtfal 1étének és a sziikebb
korti érdeklédésnek koszonhetd, hogy e harom teriilet lemaraddsban van. Ez méginkabb
elmondhaté a FISH-r6l, ha a gombak vizsgalataban alkalmazésait vessziik szamba. Az elmult
15 évben ugyan elszortan sziilettek publikdciok ebben a témdaban is (Sterflinger K 1999), a
modszer haszndlata a mikologidban mégsem nevezhetd altalanosnak. Annak ellenére, hogy a
rRNS-re tervezett egyedi probadk gombdkon torténd alkalmazisa nem egyediilallo (Baschien
¢s mtsai. 2008; Lischewski és mtsai. 1996), a FISH moddszer hasznalata a mikorrhizak
vizsgélataban mégis ujdonsagnak szamit.

A kozelmultban a mikorrhiza struktirak megfigyelését a fluoreszcens festékek és a
konfokalis lézer pasztazé mikroszkopia (CLSM) kombinacidjanak haszndlata tovabb javitotta,
lehetové téve a mikorrhizas struktirdk nagyobb felbontdsu, mechanikai vagas nélkiili
vizualizalasat (Czymmek, Whallon, és Klomparens 1994).

A konfokalis 1ézer pasztdzd mikroszkopia lehetévé teszi a fluoreszcensen fest6dod
struktarak nagy felbontasi megfigyelését fixalt vagy friss szovetben metszetkészités nélkiil
optikai szeletelés altal (Czymmek €s mtsai. 1994). Egy sor optikai szeletben, amelyek teljes
gomba altal kialakitott struktardkat fednek le lehetévé valik a struktirdk 3D-rekonstrukcioja
is. Ezzel a mddszerrel a felszinek és térfogatok szamszerli becslése is sokkal konnyebben
elvégezhetd, mint a korabbi mddszerekkel (Konig és mtsai. 1991).

Kiilonb6z6é  fluorokrémokat  hasznaltak  fel  gombak  citologidjanak  és
differencialodasanak fluoreszcens mikroszkoppal torténd tanulmanyozasara (Butt €s mitsai.
1989). Fontos kovetelmény a mikorrhiza gombastruktirainak vizsgalatdnal és mérésénél,
hogy a festék kiilonbséget tesz a gomba és a ndvényi struktirdk kozott (Dickson és Kolesik
1999).

A konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkopia jol alkalmazhatd kiilonb6zé gombékra

jellemzd tulajdonsagok, példdul a sejtdinamika, gomba-gazda interakcidk, organellumok

7



szerkezete ¢€s miikodése, vagy a citoszkeleton lokalizacidjanak vizsgalatara. Segitségével
szinte minden, a hagyomanyos fénymikroszkopos eljarassal megtekinthetd minta lathatova
tehetd. Kiilondsen eldnyds vastag gomba mintdk vagy gazda-korokozo kolcsonhatasok
vizsgélatara, ahol a gomba mélyen a kolonizalt szévetbe dgyazott (Czymmek, Whallon, és

Klomparens 1994).

Problémafelvetés

A kiilonb6zo ¢l6 szervezetekre optimalizalt FISH protokollok nagyon nagy
modszertani kiilonbségeket mutatnak. Mivel még az RNS FISH témakdrben is tobbféle
protokollt taldlunk, ezért nem volt megkeriilhetd, hogy a receptek koziil tobbet is kiprobaljak.
Ennek érdekében kezdtiink bele mar 1étez6 RNS FISH protokollok (2. internetes forras,
Daims ¢és mtsai. 2005) Iépéseinek attekintésébe. Mivel a fo eltérések a hibridizacids ¢és a
poszthibridizacios 1épésekben mutatkoznak, ezért munkam sordn ezek paramétereinek
optimalizalasaba fogtam bele.

A fenti recept (2. internetes forras) alapjan elvégzett FISH az els6 alkalommal
mukodoképesnek bizonyult, azonban nem a vart specificitassal, igy elsddleges célul a
madszer specificitasat befolyasold paraméterek optimalizalasat tiiztiik ki.

Vizsgéalatokat olyan tiszta tenyészetben fenntartott gombatdrzseken végeztiik,
amelynek célszekvenciaja teljes mértékben ismert volt szamunkra, igy a probak szekvencia-
specificitaisaban nem volt okunk kételkedni. Ezért a megfelel6 homérséklet, a FA
koncentracio, a mosasi id6 és az ionerdsség johetett szoba, mint a hibridizacids szigorasagot
befolyasold tényezok.

Az egymas utan végzett kisérletekben kiprobalt, modositott hémérsékletektdl a jel
specificitdsanak novekedését vartam. Ennek érdekében a receptben megadott 37 °C helyett 28
°C-ra csokkentettem a hibridizacios hémérsékletet. A hémérséklet csokkentésének iranyaba a
mathFISH nevli in silico program javaslatdra indultam el (4. internetes forras). A megfeleld
oligonukleotid szekvencia és FA koncentracio ismeretében a program szamitotta ki a javasolt
hibridizacids hdmérsékletet.

Mivel a mddszer specifictasa kiilonb6zé hdmérséklet és a mosasi idok alkalmazasa
esetén sem javult ezért egy egyszeriibb kisérleti elrendezésre valtottam. A laboratoériumi
koriilmények kozott inokuldlt mintdk bizonytalansaga annyit jelent, hogy az inokulacidé sem
mindig sikeriil megfelelden, igy az adott gyokérszakasz nem feltétleniil tartalmaz a keresett

hifdkat. Azért, hogy kizarhassam ezt a bizonytalansagot, kisérleteimet a korabbiakban leirt

8



modon izolélt és fenntartott micéliumok koziil a Cadophora sp.-ként azonositott tiszta
tenyészeteibdl vett mintdkon végeztem. Tovabb kivantam egyszerlisiteni a kisérleti
koriilményeket azzal, hogy egyszerre csak egy probat alkalmaztam egy kisérletben.

Az el6z0 bekezdésben leirt bizonytalansdgok ¢€s specificitasi problémak miatt a
modszer optimalizaslasa soran a mosasi homérséklet és idé optimumat kerestem. Az RNS
FISH specificitasat a mosasi 1épés befolyasolja a legnagyobb mértékben.

A homérséklet és a mosasi id6 moddositdsa nem bizonyult eléggé hatdsosnak a két
proba specificitas-tartomanyanak szétvalasztasdban. Az ionerdsség csokkentésének a
hibridizacids pufferben negativ hatdsa lenne a hibridizacios reakcié kinetikdjara, valamint a
DNS-RNS hibridek stabilitasra. Az eddig felsorolt okok miatt keriilt tehat sor a FA
koncentraci6 moddositasa is, mivel az emlitett négy paraméter egymas fiiggvénye is, de a
specificitasra mégis eltéré mértékben hatnak. Szoros kapcsolat van a hidrogén hidakkal
interferald FA koncentraciéja, a hibridek olvadaspontja ¢és a hibridizaci6 kinetikajat
befolyasold ionerdsség kozott. Fontos szerepe van ebben a protokollban az SDS-nek, amely a
feliileti fesziiltség csokkentése révén eldsegiti a hibridizacids oldat komponenseinek eljutdsat
a minta dsszes pontjara. Az EDTA kelator képességére szintén nagy szilikség van az RNS-
DNS hibrideket stabilizalo kétértékli kationok miatt, amelyek jelenléte eldsegitené az
aspecifikus hibridizaciok megmaradasat és rontand a specificitast (Daims és mtsai. 2005).

A vastagabb, tobb sejtsoros ndvényi mintdk esetében sziikség lehet a probak szabad
diffundaléasat esetleg megakadalyozni képes sejtfalak enzimatikus emésztésére (Prieto, Moore,
¢s Shaw 2007). Problémat okozhat tovabba az, ha a préba aspecifikus kotédése nem
szekvenciafiiggd. Erre két lehetséges magyardzatot tudtunk elképzelni: vagy a festék
kikotodését valamely fixalt sejtalkotohoz, vagy a proba illetve a festék fennakadasat a
sejtfalon.

Ugyanakkor nemcsak az altalunk bevitt exogén fluoreszcencia jelenhet meg a
mintdban. Kiilondsen a sejtfallal rendelkezd ¢él6lényekre jellemzd jelenség az
autofluoreszcencia, amely jelentdsen neheziti a mikroszkopos vizsgalatokat.

Dreyer ¢s munkatarsai Glomus intraradices €s Glomus clarum sporakat vizsgaltak
epifluoreszcens mikroszkoppal €s aramlasi citometriaval. A Medicago sativa mikorrhizés
egész gyokereit is elemezték az autofluoreszcencia mérése céljabol. A korabbi jelentésekkel
ellentétben, az 4ltaluk bemutatott eredmények vilagosan mutatjdk, hogy az 0&sszes
gombastruktura, fliggetleniil a metabolikus aktivitdsatol fluoreszkalt kék fénnyel valo

gerjesztés hatasara (2. abra). Néhany arbuszkulum, amelyeket gyokerekbdl izolaltak tovabbi



autofluoreszcenciat mutatott zold fényli gerjesztés mellett. Az autofluoreszcencia forrasa a
gomba sejtfalban lokalizalodott.
A CLSM-mel megfigyelt eredmények tehat azt mutattdk, hogy az AM gomba

struktarak tovabbi vizsgalatdhoz nem volt szlikség fluorokromok hasznalatara.
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2. abra: Az arbuszkulumok fluoreszcens spektruma. A két emisszids csucs pontos helye

534,7 nm és 552,5 nm (Dreyer és mtsai. 2006).

Munkdjuk eredményeként megallapitottdk, hogy bizonyos péalmakban (Brahea armata,
Chamaerops humilis, Phoenix canariensis és Phoenix dactylifera) taldlhatdo 0sszes AMF
struktara, allapotatol fiiggetleniil, autofluoreszcenciat mutatott kék fényli megvilagitasra. Az
arbuszkulumok esetében erdsebb, mig a gyokéren beliili hifak és a vezikulumok esetében
gyengébb autofluoreszcenciat figyeltek meg.

Mivel a fenti eredmények féleg a palma gyokér/G. mossae kisérleti rendszerben
sziilettek, igy a méas gombakkal vagy novényekkel 1étrejott mas asszocidciokra kockazatos
lenne ezek alapjan altalanositani. Ugyanakkor Ames €és munkatarsai 6t kiilonb6z6 ndvényfajt
kolonizalé kiilonb6zé Glomus, Gigaspora és Acaulospora taxonok esetében is kimutattak,
hogy az autofluoreszcencia megjelenését sem a AMF faj, sem a gazdandvény, sem a
novekedési feltételek nem befolydsoljak (Ames, Ingham, és Reid 1982). Gange ¢és
munkatarsai tiz kiilonb6zé olyan ndvényfaj intraradikalis hifaiban mutattak ki
autofluoreszcenciat, amelyek AMF gazdandvények voltak (Gange és mtsai. 1999). Ezzel
szintén azt az elképzelést tamasztottdk ald, mely szerint az AM képz0 gombdik

autofluoreszcencidja szélesen elterjedt jelenség (Dreyer és mtsai. 20006).

10



Mivel a novények is rendelkeznek sejtfallal, ezért naluk is megfigyelhetd
autofluoreszcencia bizonyos esetekben. Vannak olyan kutatasok, amelyekben ez a jelenség
kivaléan felhasznalhato, példaul a novényi sejtfalak lathatova tételére (Diagne és mtsai.
2011). E moddszer esetében azonban a ndvényi autofluoreszcencia jelentdsen megnehezitené a
mikroszkopos megfigyeléseket és méréseket. Ezért csoportom egy masik tagja mar kordbban
felvette a vizsgalni kivant két gomba fajjal potencidlisan inokuldlhaté novényfajok teljes
spektrumat és kivalasztotta a legmegfelelobbeket erre a célra. Ezért volt példaul a kukorica
(Zea mays) a leggyakrabban hasznalt gazdandvény kisérleteimben.

Az altalam vizsgalt target organizmusok is sejtfallal birnak, ezért fennall az emlitett
aspecifikus kotddés lehetdsége. Ez, valamint a kiilonb6z6é protokollok RN4z mukddést gatld
anyagok nélkiilozhetetlenségére tett utaldsai miatt dontottliink egy tobb enzimes teszt mellett.

Neheziti a Glomus intraradices vizsgalatat az a tény is, hogy ez a faj, hasonloan az
AM gombak tobbségéhez obligat biotrof. Tehat esetében nem lehetséges tiszta tenyészetek
fenntartasa és igy, egyszerlibb kisérleti rendszerként, a csupasz micélium vizsgélata. Emiatt

ilyen egyszertsitett jelolési kisérleteket csak a Cadophora fajon végezhettem.

Célkitiizés

Munkam célja egy olyan FISH protokoll optimalizalasa, amelynek alkalmazéasaval
lehetéség nyilik a vizsgalt ndvényfajok gombapartnereinek specifikus azonositdsara. E
folyamat részeként célul tiiztem ki az egyedi probak hibridizacios €s mosasi hdmérséklet-ido
¢s formamid koncentracid optimumanak megtalalasat, igy a probak maximalishoz kozeli
specificitasanak elérését. Tovabbi célom volt a probak specifikus kdtddésének bizonyitasa, és
aspecifikus  kotddésiik lehetdségének kizarasa. Végsé célom tehat egy olyan
paraméterrendszer felallitasa volt, amelynek alkalmazdsa adott probaval ¢és targettel

reprodukalhato és specifikus eredményt ad.

Anyagok és modszerek

Kisérleteimben részben a kordbban emlitett protokoll (2. internetes forras), részben
pedig mas forrasok (Daims és mtsai. 2005) alapjan allitottam Ossze az oldatokat. A fejezet
els6 harom ¢és utolso alfejezete mddszer-fiiggetlen, igy ezek univerzalisak a teljes munkamra
tekintve. Végeztem azonban eltérd hibridizacids €s poszthibridizacios lépéseket tartalmazo

teszteket is, ezek sajatsagait kiilon alfejezetekben targyalom. A megfelelé oldatok emlitésekor
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hivatkozom az adott protokollra, valamint az attdl vald eltéréseket kiilon leirom. A
munkdmnak vannak egyedi megoldéasai is, de ezek kizardlag a technikai megoldasokra
korlatozodnak ilyen példaul, hogy én a mintdkat nem targylemezre szaritva, hanem az

oldatban usztatva hibridizaltatom.

Oldatok osszeteétele

e (CSK puffer: 100 mM NaCl, 300 mM szachar6zban, 3 mM MgCl2, 10 mM PIPES, 1
% Triton X100, 1 mM EGTA, desztillalt vizben, pH=6.8 (2. internetes forras)

e Fixaloszer: 4 % PFA 0.07 M PBS-ben, pH=7.2

e SSC puffer (20x): 3 M NaCl, 0.3 M natrium-citrat, desztilldlt vizben, pH=7.0 (3.
internetes forras)

e Proba oldat: 20 pg proba DNS 5 ul TE pufferben (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA,
pH=7.5) -20 °C-on tarolva

e Hibridizécios puffer: 20 ml végtérfogatra: 2 ml 20x SSC, 2 g dextran szulfat (Sigma),
2 mg BSA, 8 ml desztillalt viz, 50 % dimetilformamid, (400 pl-es porciokban -20 °C-
on tarolva) (2. internetes forras)

e 1 pl RN4z inhibitor (RiboLock RNase Inhibitor 40 u/ul, Fermentas), 60 pl lazac
sperma DNS (10 mg/ml vizben, Sigma) és a proba DNS 400 pl hibridizacios pufferhez
lett adva a hibridizacio el6tt.

e Mosopufferek (Wb): Wb L.: A hibridizacids pufferhez hasonlod, de nem tartalmaz
dextran szulfatot, probat, lazac sperma DNS-t ¢s RNaz inhibitort; Wb IL.: 2x SSC ; Wb
IIL.: 4x SSC

e A FA koncentraci6 sorozatos hibridizacios oldat: 0-50%-ig 10%-onként valtozé FA
koncentracio €s az ehhez tartozdé moso pufferek: Daims és munkatarsai szerint (Daims
¢s mtsai. 2005)

Célszervezetek szarmazasa

Munkémhoz felhasznalt szervezeteket a Tanszék Mikologia laboratoriumabdl kaptam.
A labor dolgozoi tizenegy ndvényfaj gyokereit gylijtotték be a terepi munka sordn a harom
teriletr6l. A novényfajokat pedig tgy valasztottak ki, hogy azok kiilonbozé életformakat
képviseljenek, valamint tarsulasuk jellegzetes alkotoelemei legyenek (Knapp, Pintye, és
Kovacs 2012).

A FISH-hez kapott gyokérmintakat fixaltuk (a ,,Mintdk fixaldsa és metszése”
alfejezetben leirt modon) és 70%-os alkoholban, — 20 °C-on taroltuk. A mddszer
optimalizalasdhoz azonban sziikségem volt tiszta tenyészetekre is a megfeleld gombakbol.

Ezek a minték is a Mikologia laboratoriumbdl szarmaztak.

12



Proba tervezés, szintetizalas és jelolés

A probak tervezését a csoportvezetd az adott terepi mintdk kordbban megismert
nrDNS LSU szekvencidi alapjan végezte. Ezekre tervezett komplementer oligonukleotidot a
Glomus intraradices (=Rhizophagus intraradices) €s a gyakori gyokérkolonizalé Cadophora
sp. esetében.

Ezeket egyméssal és a szekvencia-adatbazisokban fellelhetdé szekvencidkkal is
Osszehasonlitotta. Ezutdn megvizsgélta a kivalasztott szekvencidkat a riboszéma alegységen
beliili elhelyezkedésiik szempontjabdl is. Fontos kérdés volt, hogy az adott RNS szekvenciak
az intakt riboszoma egy az oligonukleotid proba szamara hozzaférhetd felszinén
helyezkednek-e el.

A fenti vizsgalatok alapjan megallapitotta, hogy az adott szekvencidknak teljesen
eltéré a specificitisuk és képesek a riboszomalis RNS-hez hibridizalodni. gy tehat
alkalmasak a kiilonb6z0 gombak akér fajszintli azonositdsara. Megrendelte az egyszali DNS
oligonukleotidokat, amelyeket szintézisik utdn az 5’ végiikon fluoreszcens festékkel
(Invitrogen Alexa Fluor® 488 vagy 546) jeldltek meg (Sigma). A kész probak beszaritva
érkeztek. Felhasznalds el6tt a probdkat TE pufferben feloldottam ¢és 4000 ng/ul
koncentracioban 5 ul-enként szétosztottam PCR csdvekbe. Kiporcidzas utan sotétben -20 °C-

on voltak tarolva.

Mintak fixalasa és metszese

A modszer optimalizalasa sordn a kiilonb6z6 megkozelitésekhez kiillonbozd eredetii
hifdkat hasznaltam, ezek azonosan modon lettek fixdlva. Kiilonbséget csak a mintavétel
modja, a vakuumozas és a gyokerek metszése jelentett.

Az elsO kisérletekben a célszervezetekkel inokuldlt gyokérmintakon kezdtem el
dolgozni. Ez azt jelentette, hogy a lejjebb leirt fixalas elvégzése utdn a gyokérdarabokat 70%-
os etanolban -20-on taroltam a felhasznalasig. A fixalt mintdkat ekkor vizbe helyeztem, hogy
rehidratalddjanak a fagyasztdé mikrotomos metszéshez. A jégbe agyazott gyokerekbdl 90 vagy
120 um vastagsagl hosszmetszeteket készitettem.

Masrészrél a leegyszeriisitett kisérleti elrendezéshez az izoldlt és fenntartott
micéliumokbdl vettem mintat. A tapkozegbe a gombdk MMN médiumon (Marx 1969)
fenntartott izolatumokbol lettek beoltva sterilen kivagott telepdarabokkal. Par napos
szobahdmérsékleten, sotétben tortént inkubacié utan a gombak uj telepeket képeztek. Ezek

egy-két hét alatt megfeleld mennyiségben és méretben alltak rendelkezésre.
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Szerologiai pipettaval steril flilke alatt kivettem megfelelé szamu hifa-csomot és egy
50 ml Falcon csébe helyeztem at. A mintdkat 30 percig inkubaltam CSK pufferben (1d.
Oldatok Osszetétele). Ezutan a mintakat Gjabb 30 percig paraformaldehidben (Id. Oldatok
Osszetétele) fixaltam. Végiil a fixaldszert 2x Hibridizacids pufferrel (Id. Oldatok Osszetétele)
10 percig kioblitettem a mintakbol. Ezt kovetéen a csomdk a hibridizacios oldatba (1d.
Oldatok dsszetétele) kertiltek.

Az MMN taptalajon, celofanon ndvesztett hifak esetében a telep sz¢1ébdl vagtam ki a
3x3 mm-es mintdkat. Ezeket azutdn 15-30 percig CSK pufferben fixaltam, majd
paraformaldehidben tovabbi 30 percig. A fixaloszer 10 perces kimosdsa utdna mintakat a
hibridizacids oldatba helyeztem.

A levegét tartalmazd mintdk (pl. gyokerek) esetében vdkuumban tortént a fixalas,
hogy a levegObuborékok tavozzanak a minta minden részébdl és atadjak helyiiket a
fixaloszereknek.

A mintavételt igyekeztem ugy irdnyitani, hogy a telepek fiatal, metabolikusan aktivabb
részeibdl torténjen. Ez az MMN tapoldatban fenntartott hifa-csomok esetében a kisebbek
kivalasztasat jelentette. A metabolikus aktivitds fontos volt a kisérlet szempontjabol, tekintve,
hogy aranyos a hifak riboszéma tartalmaval igy a specifikus fluoreszcens jel erdssége fliggott

téle.

Enzimes kezeles

A folyadékkultiraban nevelt hifacsomok koziil sterilen vettem mintat és 15 percig
fixaltam CSK pufferben, majd 15 percig paraformaldehidben. Végiil a mintdkat 2x
hibridizacids pufferben oblitettem ki minimum 10 percig. Ezt kovetden a mintdkat 3 egyenld
csoportra szedtem szét, amelyek koziil 2-t enzimes kezelésnek vetettem ald. A fennmarado
harmadik csoportot kontrollként hasznaltam fel.

A két enzimes csoport koziil az egyikhez 1 %-os sejtfalbonté enzimkeverék (Lysing
enzymes, Sigma) 1 ml-ét adtam és inkubaltam 30 percig. A masik csoport mintaihoz 25
mg/ml-es RN4z enzimet (RNaz A, Omega) mértem be szintén 30 percig. A kontroll ez id6
alatt az 6blit6 oldatban inkubalddott.

A hibridizacios procedura ezutan az egy célpontos protokoll (kovetkezd alfejezet)

szerint zajlott le mosasi és homérsékleti valtozatokkal kiegészitve.
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Hibridizacio egy targeten egy vagy két probaval 1.1.

Kezdetben a gyokérmintak fentebb leirt fixaldsat kovetéen a hibridizaciot a 2.
internetes forras alapjan végeztem. Ez azt jelentette, hogy a fixalt metszeteket az Oblitd
oldatbol PCR csovekbe, hibridizacids oldatba helyeztem. Ebben az oldatban inkubaltam dket
az eltérd kisérletekben kiilonb6zé hémérsékleten inkubatorban (dry bath incubator, M.R.C.
LTD) vagy PCR késziilékben (Hybaid PCR Sprint) egy éjszakan at.

Az izolatumok koziil eldszor magardl a celofanos taplemezrdl vett mintan probaltam
FISH-t végezni, majd végiil atalltam a tapoldatban nevelt hifa csomodk jelolésére. Mindkét
tipust mintara a fentebb leirtak szerint hibridizaltattam a DNS probakat, viszont a
hibridizaciés hdmérsékletekbdl tobbet is kiprobaltam (28-70 °C) parhuzamos mintdkon egy-
egy probaval. A kiilonboz6 célu kisérletekben kiilonbozé tagszamu és eltérd 1éptékii
hémérsékleti sort kiprobaltam. Voltak olyan parhuzamos kisérletek, amelyekben nagy 1éptékii
hémérsékleti skalat hasznaltam az optimalis tartomany megtalalasahoz (pl. 42, 52 és 62 °C).
Ezt kovetden végeztem 3 °C-onkénti felbontastt FISH-t a proba lemosddasi hémérsékletének
pontosabb meghatdrozasara. Erre azért volt sziikkség, mert valdjaban a mosasi

homeérsékletekkel kivantam megkeresni a probak specificitdsi maximumat.

Poszthibridizacios mosas egy targeten egy vagy ket probaval 1.2.

Az egy éjszakan 4t tartd hibridizacié utdn a mintdkat a hibridizaciésnal 3 °C-kal
magasabb homérsékletre eldmelegitett I.-es szdmi mos6 oldatba (Id. Oldatok Osszetétele)
helyeztem at csipesszel, tigyelve, hogy a csipesz szarai kozott ne vigyek at hibridizacios
oldatot is. Ebben az oldatban teszttdl fliggden 3x 20, 60 vagy 120 percet toltottek a mintak,
majd ezutan 3x 10 percre a Il.-es oldatba (Id. Oldatok 6sszetétele), végiil legalabb 10 percre a
III.-as oldatba (1d. Oldatok Osszetétele) kertiltek.

Ezekben a mosasi tesztekben 30 és 73 °C kozotti tartomanyban kerestem az adott
proba lemosodasi hdmérsekletét. A mosas megfeleld idotartamat az elsd mosooldatban toltott

1d6 jelentette (20, 60 vagy 120 perc).

Hibridizacio ket targeten egy probaval

Elvégeztem egy olyan bakterialis rRNS célpontu probak tesztelésére és hasznélatira
tervezett hibridizacios eljarast is (Daims €s mtsai. 2005), amelyhez az el6z6ektdl eltéréen FA

koncentraci6 sorozatot kell hasznalni azonos homérsékleten, hogy igy lehessen megallapitani
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a proba specificitasdnak maximumat. A hibridizacids pufferek Osszetételét lasd (Oldatok
Osszetétele).

A hibridizaciot ebben az esetben egyetlen probaval végeztem 2 kiilonbdzd mintan: a
célszekvenciat tartalmazo Cadol2-es torzson és a célszekvencidt biztosan nem tartalmazo
Periconia sp.-n. A vizsgéalathoz negativ kontrollnak Cadophora hifdkat hasznéltam
probamentes hibridizacioval. A FA sorozat miatt a homérséklet egységesen 46 °C volt,

amelyet PCR késziilékben biztositottam a mintdk szadmara egy ¢jszakan keresztiil.

Poszthibridizacios mosas ket targeten egy probaval

A mosooldatot (Id. Oldatok Osszetétele) a recept alapjan (Daims €s mtsai. 2005)
frissen elkészitettem és eldmelegitettem 48 °C-ra. Kiporcioztam megfeleld szama Eppendorf
cs6be, amelyekbe a mintdkat a hibridizacios oldatbol csipesszel helyeztem at. 3x 20 perc

mosas utan a mintak készen alltak a lefedésre.

Detektalas és dokumentacio

A poszthibridizacios 1épés befejezéseképpen, a Ill.-as oldatbol a mintdkat
targylemezre cseppentett lefeddszerbe (Fluoroshield, Sigma) helyeztem és fed6lemezzel
lefedtem.

A fluoreszcencia jel detektaldsa altalaban epifluoreszcens mikroszkoppal torténik.
Vastag mintdk esetén hasznalhatunk konfokalis 1ézer pasztazdé mikroszkopot (CLSM) is.
Lényeges kiilonbség azonban, hogy amig az elobbi esetben egy kétdimenzios képet kapunk a
jelrél és a kornyezetérdl, addig CLSM technologia felhasznalasdval jeldlt struktura
haromdimenzios szerkezetérdl is képet kapunk. Mivel az altalunk felvetett kérdéskor esetében
a lathatova tétel az egyik legfontosabb szempont ezért mintdinkat mind epifluoreszcens
(Nikon Eclipse 801), mind CLSM (Zeiss LSM 410) segitségével vizsgaltuk.

Az eldbbi esetben a probakat a megfeleld sziirdkocka felhasznalasaval gerjesztettiik, és
a felvételek digitalis kameraval (Spot 7.4 Slider, Diagnostic Instruments, Inc.) késziiltek.

A konfokalis mikroszkopia soran a két fluoreszcens festék gerjesztése az elnyelési
maximumuk koézelében tortén Argon lézer (488 nm), valamint Hélium-neon 1ézer (543 nm)
felhaszndlasaval. A zaroszlirdk koziil a festékek emisszidos maximumanak megfelel6t
helyeztik a fényltba. A kontrasztot a varhatéoan legfényesebb mintdhoz allitottuk be és

referenciaképpen valtozatlanul hagytuk az adott mintak fényességének
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Osszehasonlithatosdganak érdekében. Az igy készitett optikai szeletek sorozataibol a
mikroszkdp sajat szoftverével hoztam 1étre a projekciokat.

A fluoreszcensens jel intenzitadsanak objektiv Osszehasonlitasa érdekében szoftveres
képelemzést is végeztem az elkésziilt optikai szeleteken. Ehhez az Image] (1.46r / Java
1.6.0 20; Wayne Rasband, National Institute of Health, USA) képelemzd programot
hasznaltam, amellyel az optikai szeletek egységnyi teriiletére esd Osszes fényességét mértem

meg.

Eredmények és megvitatasuk

Szimultan jeloles ket probaval

Az eleinte hasznalt recept alapjan végrehajtott elsé FISH reakciokbol az deriilt ki
szamunkra, hogy a modszer hibridizacids része teljesen jol mukodik. Lathatd volt viszont,
hogy a 42 illetve 30 °C végzett par perces mosasi 1épések nem elegendbek az aspecifikusan
kotédott probak eltavolitasara (3. és 4. abra). Ezt a problémét az I. mosdoldatban toltott

mosasi idok ndvelésével sem sikeriilt megoldani.

3. abra: Cadophora-préba jeloli a hifakat és a 4. abra: Glomus-préba jeloli szinte

vezikulumot. ugyanazokat a hifékat és vezikulumot.
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Enzimatikus emésztés

A kiilonb6zd enzimes kezeléseket nem nevezhetjiik hatdsosnak a problémaban, mivel
a kapott képek alapjan csak szubjektiven itélheté meg az enzimek hatisa. Ennek f6 oka az,
hogy az enzimes emésztéssel parhuzamosan a mintakat kiilonb6z6 homérsékleten mostuk,
aminek eredményeképpen a képeken lathato jelerdsség beli kiilonbségek nem feleltethetok
meg egyértelmiien az enzimek hatasainak. Példaul megfigyeltem, hogy az RNéazzal emésztett
mintabol mar 45 °C is kevésbé mosodott ki az 55 °C-on mosott sejtfalemésztett mintabol
szinte teljesen eltlint a jel, mig ugyanezen a hdmérsékleten az RNazzal kezelt minta erésebb
jelet adott. Ennek legvalosziniibb oka az lehet, hogy a sejtfal emésztés hatasara konnyebben

kimosodik a jel a mintakbol.

Homerséklet és mosasi ido tesztek

A kiilonb6z6 homérsékletek és mosasi id6k parhuzamos kiprobalasa kozben kideriilt
szamomra, hogy a hibridizaci6 erdssége csak egy bizonyos ideig fiigg a mosas hosszatol. A
kiprobalt idétartamok koziil a 3x60 perces mosas bizonyult elegendének ahhoz, hogy a hattér-
fluoreszcenciat megfeleld mértékben csokkentve a jelet még megfelelden detektalni lehessen.
A  mosasi hémérséklet azonban elméletileg a proba ¢és a target szekvencia
komplementaritasdnak mértékétol fligg. A nagy 1éptékii homérsékleti skalan nem talaltam
olyan homérsékletet, ahol a jelolés kelléen specifikusan miikodott volna, azaz a Cadophora-

proba jele még lathatd erdsségli, viszont a Glomus-préba mar kimosodott a mintabol.

Cadophora proba lemosasi teszt

Az el6z6 nagyléptékit (10 °C-onként) tesztek alapjan mar lattam, hogy a 60-70 °C
kozotti tartomanyban érdemes a kisléptékii (3,3 °C-onként) lemosasi tesztet elvégezni. Ennek
eredményeképpen kidertilt, hogy a Cadophora sp. hifakrol a Cadophora-proba a 60 °C koriili
hibridizaciés hémérsékletnél még nem mosodik le (5. abra) de a 63,3 °C-osnal mar nem ad
jelnek nevezhetd fluoreszcenciat (6. abra). Megallapithatd tehat, hogy a proba lemosddasa

valahol 63 és 66 °C kozott torténik meg.
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5. abra: Cadophora-proba jele Cadophora 6. abra: Cadophora-proba jele Cadophora
sp.-n 63 °C-on mosva. sp.-n 66,3 °C-on mosva.

Glomus proba lemosasi teszt

Az ebben az esetben is elvégzett 10 °C-onkénti haromtagi hdmérséklet sorozat alapjan
megallapitottam, hogyha 55 °C-on még lathatdo egy a 45 °C-on tapasztaltnal halvanyabb
fluoreszcens jel, de 70 °C-on ez mar teljesen kimosodik. Ezen értékek alapjan az 50 és 60 °C
kozotti 3,3 °C-onkénti kisléptékii hdmérsékleti sor alkalmazasa tiint kézenfekvének (7.-10.

abra).

7.-10. abra: Glomus préba jele Cadophora sp.-n 53; 56,3; 59,6 és 63 °C-on mosva.

Formamid koncentracio gradiens

A FA koncentraci6 sorozat tesztelése tobb szempontbdl is hasznos volt.
Bebizonyosodott, hogy a proba nem kotédik aspecifikusan barmihez a mintaban, mivel a

Periconia sp. a Glomus-hoz hasonléan nem adott jelet. Szépen jelolte viszont a Cadophora
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hifakat és azon beliil is jol lathatéan szemcsésre jelolte a citoplazmat, ami, az el6z6 ténnyel
egyiitt megerdsiti azt az elképzelést, miszerint az altalam hasznalt proba specifikusan a
riboszomalis RNS-hez kotédik (11-16. abra).

A kisérlet legfontosabb eredménye azonban mégis az volt, hogy kideriilt, hogy a

mikroszkopi detektalas szempontjabol optimalis FA koncentracid a hibridizacids oldatban 10

¢s 20% kozott talalhato (12-13. abra).

11.-16. abra: Cadophora proba jele Cadophora sp.-n 0-50%-os (balrél jobbra 10%-
onként) formaidban hibridizaltatva.

Célszert lett volna elvégezni hasonld FA koncentracidé gradienses lemosasi kisérletet a

G. intraradices esetében is. Ez azonban nem lehetséges, mivel a faj obligat biotrof, igy csak

gyokérasszocialtan fordul eld. Emiatt, hogy a Glomus probat mégis teszteljem egy nontarget

gombafajon Cadophora micéliumon végeztem dupla jeloléseket FA koncentracid gradiens

alkalmazasa mellett. Ennek eredményeként kapott képsorozaton megmértem a két jelolés

intenzitasanak valtozéasat. A pontosabb eredményhez tovabbi méréseket fogok elvégezni.

Miikodo protokoll Cadophora sp. fluoreszcens megjelolésére

Az itt leirt protokoll elvileg alkalmas ismert rRNS szekvenciaju gombak FISH-sel torténd
lathatova tételére.

1. Gomba mintik beszerzése
2. Minték fixalasa
2.1. inkubalas CSK pufferben (30 perc)
2.2. inkubalas paraformaldehidben (30 perc)
2.3. oblités hibridizacios pufferben (10 perc) vagy 70%-os alkoholban — 20 °C-on téarolas
3. Hibridizacio
3.1. Hibridizacios oldat dsszemérése:
3.1.1. 2x Hibridizacios puffer (20 % FA)
3.1.2. Lazac sperma DNS kivonat (kompetitor DNS-nek)
3.1.3. Fluoreszcensen jeldlt oligonukleotid proba
3.2. Hibridizacio 46 °C-on o/n
4. Poszthibridizacios 1épések
4.1. Mosas 3x 20 perc 48 °C-on (20% FA-hoz tartozé moso oldattal)
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4.2. Atrakas targylemezre és lefedés

5. Detektalas és dokumentécio
5.1. Gerjesztés és detektalas CLSM vagy epifluoreszcens mikroszkoppal
5.2. Készitett képek projekciodja, szinezése.

Diszkusszio

A szakirodalom kiilonboz6 cikkeiben a kutatdk sokféleképpen vélekednek arrdl, hogy
milyen 1épések kellenek a jol mikodo, specifikus fluoreszcens in situ hibridizacidhoz (v.0.
(Daims €s mtsai. 2005) ill. (Baschien €s mtsai. 2008)).

Ezek a vélemények legtobb esetben a specificitast leginkdbb befolyasold
paraméterekben (hdmérséklet-mosasi id6-FA koncentracid) kiilonboznek. Ennek f6 oka az
egyes munkak célorganizmusainak strukturalis és jeldlhetdség beli kiillonbozdsége, valamint
az adott labor hagyomdanyai. Ebbdl kovetkezik, hogy méas protokollt alkalmaznak sejtfallal
rendelkezd novényi metszetek (Prieto, Moore, és Shaw 2007), baktériumok (Cardinale és
mtsai. 2008), vagy gomba hifdk (Baschien és mtsai. 2008) esetében, mint allati sejteken (2.
internetes forras).

Mindamellett, hogy az ¢l6lények sokfélék és kiillonbozé laborokban kiilonbozo
protokollok vezettek eredményre, a mddszer specificitasat befolydsold tényezdk nagy szama
tobb kiilonbozd lehetséges megoldast is lehetdvé tesz. Ezért a kiindulasi alapnak szant
protokollt széles palettabdl valaszthatjuk ki.

Két jelentésen kiillonbozo protokoll tesztelésére €s optimalizalasara vallalkoztam. Az
elsd egy elfogadott RNS FISH protokoll moédositott verzidja (2. internetes forrds). A
masodikat a formamid koncentracidé sorozat €s 1j probak tulajdonsagainak é€s specifikus
mukodési feltételeinek megtalalasara kifejlesztett modszer miatt talaltam megfeleld kiindulasi
alapnak.

A 2. internetes forrasban talalhatd protokollt nem csak teszteltem és alkalmaztam,
hanem sok helyen meg is valtoztattam. Ennek ellenére eddig moséasi homérsékleteinek és
id6inek megvaltoztatasaval egyeldre nem tudtam szétvalasztani a két proba specificitasi
tartomanyat. A masodik modszer a tesztelés fazisdban van, de mar kaptam hasznélhato
eredményt optimalis formamid koncentraciora. Mivel a Daims ¢és munkatarsai altal
kifejlesztett modszer mar az elsd probalkozasok alkalméval is biztatd eredményt adott, ezért
valoszinlileg ezt fejlesztem tovabb a rutinszeri munkakhoz. Ez ugyanis eszkoz- és

anyagigény szempontjabol is praktikusabban alkalmazhat6.
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A fluoreszcens in situ hibridizacid szdmos elénnyel bir a gomba struktarak jeldlésére
korabban kidolgozott mddszerekkel szemben. A folyamat soran nem kell rakkelté reagenseket
alkalmazni, igy a korabbi médszereknél kevésbé karos az egészségre. Nagy elonye tovabba,
hogy ezzel a mddszerrel a tobb faj hifait is szimultan, specifikusan lehet megjeldlni és igy
azonositani. Az rRNS-t jel6ld fluoreszcens festékek pedig a konfokélis 1ézer pasztazo
mikroszkdpiaval egylitt alkalmazva a gomba struktardk jo mindségli és nagy felbontasu

A FISH-t néhany csoport mar alkalmazta kiillonb6z6 egyiittélések (pl. novények és
rajtuk €16 mikrobakézosségek: (Firnkranz és mtsai. 2012) partnereinek, kapcsolatainak
vizsgalatara. Jelen munka a mikorrhizdk gomba partnereinek FISH-el torténd vizsgalatat és
azonositasat célul kitlizve eddig egyediilalldo kezdeményezés.

Az éaltalunk kidolgozott protokollt természetesen még lehet, és sziikséges is tovabb
optimalizalni, hiszen csak korlatozottan alkalmas tobb gombafaj szimultan megjeldlésére. A
rutinszerli alkalmazas azonban a téma aktualitdsdt és a moddszerben rejld szamtalan

lehetdséget ismerve mar a kiiszobon all!
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Osszefoglalo

Fluoreszcens in situ hibridizacios (FISH) modszert optimalizaltunk in vitro inokulalt
¢s terepen gyiijtott gyokérmintak szimbionta gombapartnereinek azonositasara és vizsgalatara.
Ehhez két gyakori gyokérkolonizald gomba riboszomalis RNS-ére tervezett, fluoreszcensen
jelolt egyszala DNS oligonukleotid probat hasznaltunk. fgy a target organizmusban az
elszortan elhelyezkedd sejtmagok helyett a citoplazmaban detektalhato jelet kaptunk. Ennek
alkalmazhatdsagat teszteltik akar 120 pm vastagsaghh gyokérmetszetek belsejében
elhelyezked6 gomba eredetli struktirak megjeldlésére. A viszonylag vastag metszeteket
konfokalis lézer pasztazd mikroszkoppal vizsgaltuk a haromdimenzids szerkezetiik
rekonstrudlasara.

Annak érdekében, hogy a moddszer kell6 mértékii specificitassal miikodjon,
belekezdtem két RNS-FISH recept paramétereinek optimalizalasaba. Erre a célra a terepi
mintdk talsdgosan bizonytalan rendszernek bizonyultak, ezért a jelolés megfeleld
koriilményeinek beallitasat folyadékkulturaban sterilen fenntartott, tiszta micéliumon
végeztem. Ebben az egyszerlsitett rendszerben sikeriilt a 1ényeges paraméterek optimumat
megtalalni. Ezek alkalmazhatdsagat a terepi mintékon is teszteltem.

Munkdm soran optimalizaltam egy olyan RNS FISH protokollt, amelynek
alkalmazaséaval a jovében lehetévé valik ndvény-gomba interakcidk résztvevdinek szimultan,

specifikus azonositésa.

23



Summary

Fluorescence in situ hybridization (FISH) methods were optimized to identify and
analyze the symbiotic partners in in vitro inoculated and field root samples. Therefore two
common root colonizing fungi’s ribosomal RNA was fluorescently labeled with single-
stranded DNA oligonucleotide probes. Thus, the signal was detected in the cytoplasm of the
target organism instead of its scattered nuclei. The method's applicability was tested to
indicate fungal structures inside root sections of up to 120 micrometer thickness. The
relatively thick sections were analyzed by confocal laser scanning microscopy to reconstruct

three-dimensional structures.

In order to ensure sufficient specificity, I started to optimize the critical parameters of
two RNA-FISH protocols. For this purpose field samples turned out to be too inconsistent.
Therefore I used sterilely and purely maintained mycelium in liquid cultures to find the
optimum of parameters. The applicability of the optimized methods to the field samples was

tested.

As a result of my work I optimized an RNA FISH protocol, which allows

simultaneous, specific identification of the fungal participants of plant-fungus interactions.

24



Irodalomjegyzék

Amann, Rudolf, Wolfgang Ludwig, Renate Schulze, Stefan Spring, Edward Moore, és Karl-
Heinz Schleifer. 1996. ,,rRNA-Targeted Oligonucleotide Probes for the Identification
of Genuine and Former Pseudomonads”. Systematic and Applied Microbiology 19 (4)
(december): 501-509. doi:10.1016/S0723-2020(96)80023-3.

Ames, Robert N., Elaine R. Ingham, ¢és C. P. P. Reid. 1982. ,Ultraviolet-induced
autofluorescence of arbuscular mycorrhizal root infections: an alternative to clearing
and staining methods for assessing infections”. Canadian Journal of Microbiology 28
(3) (marcius): 351-355. doi:10.1139/m82-052.

Balazs, M., Adény, R., 2001. ,Molekularis morfoldégiai modszerek a laboratériumi
medicinaban.” Lege Artis Medicinae 11, 340-346.

Baschien, Christiane, Werner Manz, Thomas R. Neu, Ludmila Marvanova, és Ulrich
Szewzyk. 2008. ,,In Situ Detection of Freshwater Fungi in an Alpine Stream by New
Taxon-Specific Fluorescence In Situ Hybridization Probes”. Applied and
Environmental ~ Microbiology 74 (20) (oktober 15): 6427-6436.
doi:10.1128/AEM.00815-08.

Brundrett, M.C., Y. Piché, és R.L. Peterson. 1984. ,,A new method for observing the
morphology of vesicular-arbuscular mycorrhizae”. Botany 62 (10): 2128-2134.
doi:10.1139/b84-290.

Butt, Tariq M., Harvey C. Hoch, Richard C. Staples, és Raymond J.St. Leger. 1989. ,,Use of
fluorochromes in the study of fungal cytology and differentiation™. Experimental
Mycology 13 (4) (december): 303-320. do0i:10.1016/0147-5975(89)90026-1.

Cardinale, Massimiliano, Jodo Vieira de Castro Jr, Henry Miiller, Gabriele Berg, és Martin
Grube. 2008. ,,In situ analysis of the bacterial community associated with the reindeer
lichen Cladonia arbuscula reveals predominance of Alphaproteobacteria”. FEMS
microbiology  ecology 66 (1)  (oktober):  63-71. doi:10.1111/.1574-
6941.2008.00546.x.

Combes, R D, ¢s R B Haveland-Smith. 1982. ,,A review of the genotoxicity of food, drug and
cosmetic colours and other azo, triphenylmethane and xanthene dyes”. Mutation
research 98 (2) (marcius): 101-248.

Czymmek, Kirk J., Joanne H. Whallon, és Karen L. Klomparens. 1994. , Confocal
microscopy in mycological research”. Experimental Mycology 18 (4) (december):
275-293. doi:10.1016/S0147-5975(06)80001-0.

Daims, H., Stoecker, K., Wagner, M., 2005. , Fluorescence in situ hybridization for the
detection of prokaryotes” Molecular Microbial Ecology. Osborn, A. M., és Smith, C.
1., Taylor & Francis Group, New York, ISBN: 1-8599-6283-1, 213-239.

Diagne, Nathalie, Jacques Escoute, Marc Lartaud, Jean Luc Verdeil, Claudine Franche,
Aboubacry Kane, Didier Bogusz, Diegane Diouf, Robin Duponnois, €és Sergio
Svistoonoff. 2011. ,,Uvitex2B: a Rapid and Efficient Stain for Detection of Arbuscular
Mycorrhizal Fungi Within Plant Roots”. Mycorrhiza 21 (4) (majus 1): 315-321.
doi:10.1007/s00572-010-0357-8.

Dickson, S., és P. Kolesik. 1999. ,,Visualisation of Mycorrhizal Fungal Structures and
Quantification of Their Surface Area and Volume Using Laser Scanning Confocal
Microscopy”. Mycorrhiza 9 (4) (december 1): 205-213. doi:10.1007/s005720050268.

Dreyer, B., A. Morte, M. Pérez-Gilabert, ¢s M. Honrubia. 2006. ,,Autofluorescence detection
of arbuscular mycorrhizal fungal structures in palm roots: an underestimated
experimental method”. Mycological research 110 (8): 887-897.

Fiirnkranz, Michael, Birgit Lukesch, Henry Miiller, Herbert Huss, Martin Grube, és Gabriele
Berg. 2012. ,,Microbial diversity inside pumpkins: microhabitat-specific communities

25



display a high antagonistic potential against phytopathogens”. Microbial ecology 63
(2) (februar): 418—428. doi:10.1007/s00248-011-9942-4.

Gange, Alan C., Erica Bower, Penny G. Stagg, David M. Aplin, Alexandra E. Gillam, és
Michael Bracken. 1999. ,,A Comparison of Visualization Techniques for Recording
Arbuscular Mycorrhizal Colonization”. New Phytologist 142 (1): 123-132.
doi:10.1046/j.1469-8137.1999.00371 .x.

Hijri, Mohamed, Héléne Niculita, és lan R. Sanders. 2007. ,,Molecular characterization of
chromosome termini of the arbuscular mycorrhizal fungus Glomus intraradices
(Glomeromycota)”. Fungal Genetics and Biology 44 (12) (december): 1380-1386.
doi:10.1016/j.fgb.2007.03.004.

International Agency for Research on Cancer. 1975a. IARC Monogr. Eval. Carcinog. Risks
Man 29:295.

International Agency for Research on Cancer. 1975b. IARC Monogr. Eval. Carcinog. Risks
Man 8:267.

Jiang, J., B. S. Gill, G. L. Wang, P. C. Ronald, és D. C. Ward. 1995. , Metaphase and
Interphase Fluorescence in Situ Hybridization Mapping of the Rice Genome with
Bacterial Artificial Chromosomes”. Proceedings of the National Academy of Sciences
92 (10) (szeptember 5): 4487—-4491.

Knapp, Déniel G., Alexandra Pintye, és Gabor M. Kovéacs. 2012. ,,The Dark Side Is Not
Fastidious — Dark Septate Endophytic Fungi of Native and Invasive Plants of Semiarid
Sandy Areas”. PLoS ONE 7 ) (februar 29): €32570.
doi:10.1371/journal.pone.0032570.

Koénig, D., S. Carvajal-Gonzalez, A. M. Downs, J. Vassy, és P. Rigaut. 1991. ,,Modelling and
Analysis of 3-D Arrangements of Particles by Point Processes with Examples of
Application to Biological Data Obtained by Confocal Scanning Light Microscopy”.
Journal of Microscopy 161 (3): 405—433. doi:10.1111/5.1365-2818.1991.tb03100.x.

Lischewski, A, R I Amann, D Harmsen, H Merkert, J Hacker, és J] Morschhduser. 1996.
,»Specific detection of Candida albicans and Candida tropicalis by fluorescent in situ
hybridization with an 18S rRNA-targeted oligonucleotide probe”. Microbiology
(Reading, England) 142 ( Pt 10) (oktéber): 2731-2740.

Marx, D.H. 1969. ,,The influence of ectotrophic mycorrhizal fungi on the resistance of pine
roots to pathogenic infections. In. Antagonism of mycorrhizal fungi root pathogenic
fungi and soil bacteria.” Phytopatology 5, 153-163.

Osborn, Mark, ¢és Cindy Smith, szerk. 2005. Molecular Microbial Ecology. 1st ed. Taylor &
Francis.

Phillips, J. M., és D. S. Hayman. 1970. ,,Improved procedures for clearing roots and staining
parasitic and vesicular-arbuscular mycorrhizal fungi for rapid assessment of
infection.” Transactions of the British Mycological Society 55 (1): 158-161.
CABDirect2.

Van der Ploeg, M. 2000. ,,Cytochemical nucleic acid research during the twentieth century”.
European journal of histochemistry: EJH 44 (1): 7-42.

Prieto, Pilar, Graham Moore, és Peter Shaw. 2007. ,,Fluorescence in situ hybridization on
vibratome sections of plant tissues”. Nature protocols 2 (7): 1831-1838.
doi:10.1038/nprot.2007.265.

Sapi, Z., Bodd, M., 2002. ,,FISH diagnosztika.” Magyar Onkologia 46, 25-32.

Sejalon-Delmas, Nathalie, Amelie Magnier, David D. Douds, és Guillaume Becard. 1998.
,Cytoplasmic Autofluorescence of an Arbuscular Mycorrhizal Fungus Gigaspora
gigantea and Nondestructive Fungal Observations in Planta”. Mycologia 90 (5)
(szeptember): 921. doi:10.2307/3761334.

26



Singh, R. S., Jiming Jiang, és Bikram S. Gill. 2006. ,,Current status and the future of
fluorescence in situ hybridization (FISH) in plant genome research”. Genome 49 (9)
(szeptember): 1057-1068. doi:10.1139/g06-076.

Sterflinger K, Hain M. 1999. , In-situ hybridization with rRNA targeted probes as a new tool
for the detection of black yeasts and meristematic fungi”. Studies in Mycology: 23-30.

Zhang, Daming, és Tao Sang. 1999. ,,Physical Mapping of Ribosomal RNA Genes in Peonies
(Paeconia, Paeoniaceae) by Fluorescent in Situ Hybridization: Implications for
Phylogeny and Concerted Evolution”. American Journal of Botany 86 (5) (januar 5):
735-740.

Internetes hivatkozasok:

http://www.creative-biolabs.com/fish/tissuearray5.htm (2012. oktober 19.)
http://www.stanford.edu/group/rpl/protocols/RNAFISH.html (2012. oktober 18.)
http://web.ku.edu/~sjmac/lab/reag/SSC_20X 7-0_20061209.pdf (2012 oktdber 24.)
http://mathfish.cee.wisc.edu/ (2012. oktober 24.)

b=

27



Koszonetnyilvanitas

Koszonom a Novényszervezettani Tanszék vezetdjének, Boddi Béla Professzor Urnak,
hogy dolgozatomat a NoOvényszervezettani Tanszéken készithettem el, valamint
témavezetOmnek, Vagi Palnak a munkaval, illetve a dolgozattal kapcsolatos észrevételeit.

Koszonettel tartozom tovabba Simon Jankanak potolhatatlan tandcsiért, és a Mikologia

laboratorium munkatarsainak a hasznos javaslatokért.

28



Nyilatkozat a palyazo egyéni hozzajarulasarol a palyvamiiben leirt
eredményekhez

Alulirott Horvath Aron a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:

e minden atoltast

e minden steril munkat

e minden hibridizacioés €és poszthibridizacios teszteket
e minden fixalast

e minden metszést

e minden oldat 6sszemérését

e minden enzimatikus emésztést

e minden hibridizaciot

¢ minden poszthibridizaciés mosast

e szinte minden mikroszkopos vizsgalatot
e minden dokumentaciot

e minden képelemzést

magam végeztem el.

alairas

Budapest, 2012. november 30.

29



