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Absztrakt

Az arbuszkularis mikorrhizaképzd gombak (AMF-ek) ~230 faja a szarazfoldi
novényfajok tobb mint 80%-4aval all mutualista szimbidzisban. A ndvény szolgal a gomba
egyediili szénforrdsdul, a gomba pedig segiti a novény asvanyianyag- és vizellatasat. Az
AMF-ek az egész Foldon elterjedtek; jelentOségiikk a tapanyagszegény és (fél)szaraz
teriileteken kiemelkedd. Csoportunk tobbek kozott félszaraz tertiletek idegen- és Gshonos
novényeinek AMF-kozosségeit kutatja. Ezek 6sszevetésével meg lehet hatarozni a generalista
gombapartnereket, melyek késobbi funkcionalis vizsgalatokhoz sziikségesek.

Tatarszentgyorgyi mintavételi teriiletiinkon az ¢shonos boroka (Juniperus communis)
¢és az invazios balvanyfa (Ailanthus altissima) AMF-eit vizsgaltam. A mintavétel soran olyan
kis térfogatu (250 ml) mintakat vettiink, ahol a két ndvény gydkerei szorosan sszefonodtak,
ezért feltehetd, hogy az AMF-kozosségeik kiilonbségéért egyediill a novényfaj felel, és a
heterogén kornyezeti valtozok hatasat kikiiszoboltiik.

A gyokerekbdl kivont DNS-bol, AMF-specifikus primerekkel szaporitottam fel egy
szakaszt a gombak nrDNS-ének nagy alegységébdl. Egy mesterséges AMF-kozosség eldzetes
vizsgélata alapjan 4 kiilonboz0 primerrendszerbdl valasztottuk ki a leghatékonyabbat. A
mintdk klonozéasa és szekvendldsa utdn 600 megfeleld mindségli szekvenciahoz jutottam,
melyek 3%-0s kiilonb6z6ségi kiiszobérték mellett 70 csoportba (MOTU) rendezddtek az
elemzések soran. Ez a 70 taxon tobb, mint a teriiletrdl eddig spordk és riboszomalis kis
alegység génje alapjan ismert fajgazdagsdg. A legtobb szekvencia kdrnyezeti mintakbol
ismertekkel mutatott hasonlosagot, dominansak voltak a Funneliformis és Rhizophagus
(egykori Glomus) nemzetségek, de a Glomeromycota torzs tipusfaja, a Glomus macrocarpum,
valamint a bazalis Paraglomus majewskii — mely leirasaban csoportunk is részt vett —
szekvenciait is kimutattam.

A taxonok megoszlasarél elmondhat6, hogy a nagy szdmban reprezentaltakat mindkét
fajban eldéfordultak, de akadtak olyan kladok, melyek csak az egyik faj gydkerébdl voltak
kimutathatok. A nagy, generalista taxonokon beliil elkiiloniilt par olyan klad, melyek csak az
egyik novénybdl szarmaztak. Eredményeim alapjan a Funneliformis constrictus, Rhizophagus
intraradices és Rhizophagus irregularis mutatkoztak generalistanak; ezek lennének

potencialisan felhasznalhatok funkcionalis kisérletekhez.



Bevezetés

Az arbuszkuldris mikorrhiza (AM) feltehetéen a szarazfoldi Okoszisztémak
leggyakoribb szimbiozisa (Parniske 2008), mely a szarazfoldi novényfajok koriilbeliil 80%-a
¢és a valodi gombak Glomeromycota torzsébe tartozé nagyjabol 230 faj kozott alakul ki. A
kapcsolat a szarazfoldi névények kozott pleziomorf karakternek tekinthetd, erre 460 millio
éves Glomus-szerti sporak (Redecker és mtsai. 2000) és 400 millio éves leletekbdl elkeriilt
arbuszkulumok (Remy és mtsai. 1994) utalnak; minden egyéb tapanyagszerzési mod (mas
mikorrhizatipusok, szimbidzis nitrogénfixdldo  baktériumokkal, —mikorrhiza nélkiili
tapanyagfelvétel finomabb strukturaju gyokérzeten keresztiil, rovaremésztés, parazitizmus)
evolucios ujdonsagnak szamit (Brundrett 2009). A mutualista kapcsolat keretein beliil a
gombapartner segiti a ndvény tdpanyagfelvételét (elsésorban foszfat €s ammonium
formajaban), valamint olyan elényokhoz juttatja a novényt, mint példaul jobb szarazsagtiirés
vagy nagyobb ellenallas gyokérpatogének ellen. Cserébe a novény asszimilatumokkal latja el
a gombat; annak egyediili szénforrasa (Hodge és mtsai. 2010). Az anyagatadas a kapcsolat
névado struktarajan, az arbuszkulumon keresztiil torténik, mely a gyokér (illetve rizoma, vagy
nem magvas novények gametofitonjai) kéregsejtjeinek lumenében, az apoplasztikus tér
betlirddésében képzddd sokszorosan elagazo hifaképlet. Az arbuszkulum és az azt koriilvevo
"matrix", amely mindkét fél sejtfalanyagait tartalmazza, valamint a ndvényi
plazmamembrannal folytonos periarbuszkularis membran alkotja a szimbiotikus hatarfeliiletet.
A gomba foszfat- és ammoniumionokat bocsat az apoplasztikus térbe (melyeket a novény
aktiv transzporttal vesz fel), az odakeriil6 szenet pedig monoszacharidok formajaban veszi fel

(Bonfante és Genre 2010).

Az arbuszkularis mikorrhizaképzé gombak (arbuscular mycorrhizal fungi, AMF-ek)
biologiaja rendkiviili: 6si eredetiik ellenére szexudlis szaporoddsuk nem ismert (bar a
meidzishoz sziikséges gének jelen vannak genomjukban (Halary és mtsai. 2011)), cénocitikus
hifakkal rendelkeznek és obligat biotrofok (Bonfante és Genre 2008). Akar tobb ezer
sejtmagot is tartalmazdé klamidospoéraikkal, kolonizalt gyokérdarabokkal, vagy a gydkéren
kiviili micéliumukon keresztiil terjednek. A talajban megfeleld kdrnyezeti koriillmények kozott

csirdzasnak indulnak sporaik, és a novényi gyokérexudatumokban jelenlévo sztrigolaktonokra



a preszimbiotikus hifa intenziv elagazassal valaszol. (A sztrigolaktonokat detektaljak egyes
gyokérparazita hajtasos novények is, mint példaul a Striga fajok, melyekrél a vegyiiletcsoport
a nevét kapta.) Az AMF-ek altal kivalasztott lipo-chito-oligoszacharidok (a sokaig
azonositatlan, de nemrég azonositott "myc-faktorok” (Maillet és mtsai. 2011)) hasonlo
hatassal vannak a gyokérre, elagazast indukalnak, valamint beinditjdk azt a jelatviteli utat,
aminek hatasara a névényi sejt fogadja a kolonizalé gombat (Parniske 2008). Nagy részben
ezzel atfedd jelatviteli Gitvonal 1ép miikddésbe a pillangdsviraguak és Rhizobiumok kozotti
szimbiodzis kialakulasakor. A rhizodermisz-sejteken athaladva a kéregben inter- és
intracellularisan néhet tovabb a hifa. Két f6 ndvekedési tipus létezik; az Arum-tipus esetében
(melyet az Arum maculatum gyokerében figyeltek meg el6szor) a hifak intercellularisan nének
axialis iranyban, és ezekbdl oldalirdnyban né be egy-egy arbuszkulum a sejtek lumenébe,
azokat teljesen kitoltve. A Paris-tipusi AM (ami nevét a Paris quadrifolia utan kapta)
intracellularisan novekszik végig, hifahurkokat, Gn. coilokat képezve a sejtekben, melyeken
tobb, kisméretli arbuszkulum képzddhet. A két ndvekedési tipus kozott folyamatos dtmenet
figyelhetd meg, és az adott ndovény-gomba fajkombinacido hatarozza meg, hogy melyik
mintazat alakul ki (Dickson 2004). A szimbiotikus fazis elengedhetetlen az AMF
¢letciklusanak befejezéséhez, e nélkiil a csirdzo sporabdl kihajtdé preszimbiotikus hifa rovid
1d6n beliill elhal. Sikeres kolonizaci6 utdn azonban (altaldban) a gomba spdrakat képez
elsdsorban az extraradikalis micélium hifain, de azok akar gyokéren beliil is létre johetnek.
Megfigyelhetdk még az intracellularisan képzddd, lipidraktarként szolgdld vezikulumok,
illetve a Gigasporaceae csaladban ezek helyett az extraradikalis micéliumon 1étrejovo
segédsejtek, melyek szintén raktarozo funkcioval birnak. A torzsbe tarozik egy nem AMF-faj
IS, a Geosiphon pyriformis, mely Nostoc cianobaktériumokkal él egyiitt endocitobiotikus
kapcsolatban (Smith és Read 2008).



1. abra. Az AMF-ek jellemz6 morfologiai képletei. A: Rhizophagus clarus hifai és sporaja
altal kolonizalt Plantago media gyokér. B: Funneliformis mosseae arbuszkuluma. C: F.
mosseae vezikuluma. D: Glomus sp. spéra a sporogén hifa csatlakozasaval. E: Glomus
sinuosum sporokarpium hifaréteggel koriilvéve. F: Scutellospora cerradensis spora belsé
rugalmas fala csirazasi pajzzsal (nyil). G: Gigaspora decipiens csirazo spora, csirazo réteg és
csiraz6 hifa. H: Acaulospoa denticulata spora diszitett kiilsé fallal és a belsé csirafallal
(Redecker és Raab 2006).

A spoérak tulajdonsdgai (szin, festddés, falrétegek szdma, képzddés modja, csirdzas
modja stb.) szolgaltak eleinte a fajok azonositasara és az AMF-ek rendszerezésére (1. abra),
mivel egyéb strukturaik (az intra- ¢és extraradikalis micélium) karakterekben még
szegényebbek, és fajszinti hatarozdsra nem alkalmasak. Ma a Glomeromycota torzs
rendszerezéséhez, valamint fajleirasokhoz elengedhetetlenek a DNS-alapti molekularis
filogenetikai munkak, mivel kideriilt tobb morfoldgiailag nagyon hasonl6 taxonrdl is, hogy
tavoli leszarmazasi vonalak képviseldi. A molekularis munkdk leggyakrabban a magi
riboszomalis RNS-géneken alapulnak, de robusztusabb filogenetikai elemzésekhez mas,
fehérjekodolo géneket is be szoktak vonni a vizsgalatokba (Redecker és Raab 2006). Utobbiak
alapjan a torzs az egykori Zygomycota és Chytridiomycota csoportokkal keriil rokonsagba,
mig rDNS alapjan ¢€s a ketté kombinacidja alapjan is a Dikarya (Basidiomycota+Ascomycota)
testvércsoporja lesz, viszont mindkét géntipus alapjan monofiletikusnak bizonyul (James és
mtsai. 2006; Redecker és Raab 2006). A torzs koriilbeliil 230 faja nagyjabol 15 nemzetségbe
¢és 5 rendbe csoportosul (2. abra), in planta mintakbol szarmazé adatok alapjan azonban joval

tobb taxon létezhet (Opik és mtsai. 2009).
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2. abra. A Glomeromycota kiils6 (a) és belsé (b) filogenetikai kapcsolatai. A mérce az
egységnyi aghosszra es6 karaktervaltozas atlagos valosziniiségét jeloli. (Parniske 2008)



AMF-ek morfologian alapuld azonositasahoz sporak hianyaban a gyokéren beliili
struktarak legfeljebb csaladszinten hasznalhatok, rdadasul tobb csoport gyokérben képzett
struktirai gyengén vagy egyaltalan nem szinezddnek a hagyomanyos festési eljarasokkal.
Ezen feliil a sporaprodukcid fligg a gomba fiziologiai allapotatol, illetve az adott kdrnyezeti
tényezoktol, igy a begylijtott sporak alapjan kapott eredmény nem mindig tiikkr6zi az adott
teriilet novényeit ténylegesen kolonizald6 AMF-kozosséget (Redecker 2003). Az él6helyeken
gyljtott sporak hatranya tovabba, hogy gyakran fertézottek vagy rossz allapotuak, ezért
azonositasra alkalmatlanok. Ennek a probléménak az athidaldsara un. csapdandvényeket
szoktak hasznalni. Az eljards sordn terepr6l begylijtott talajmintat adnak kontrollalt
koriilmények kozott arra alkalmas gazdandvények (pl. Plantago lanceolata, Zea mays)
sterilizalt talajahoz, €s igy lehetdség nyilik egészséges sporak vizsgalatara kiillonb6zo fejlodési
stadiumokban. A novényektdl €s kornyezeti tényezoktdl fiiggden azonban nem fog az dsszes
talajban talalhat6 AMF-spora mikorrhizat kialakitani, ezért ez a modszer a mintaban jelenlévo
inokulumrol, a fertézoképes AMF-sporakrol ad informaciot. Ha sikerlil csapdakulturabol
egészséges sporakat nyerni, még mindig nem biztos, hogy lehetséges dket azonositani. Példaul
a Glomus ¢és Paraglomus fajok spoéramorfologiaja egyezd, mégis tavoli leszarmazasi vonalak
képviseldi, valamint léteznek dimorfikus fajok is, amik acaulosporoid (sporogén sacculus
nyakarol fejlodod) és glomoid (felfiivodo hifavégbdl kialakuld) sporat is képeznek (Redecker
és mtsai. 2000). Tovabbi nehézséget jelentett az AMF-ek kutatasaban, hogy obligat biotrof
¢életmodjukbol kifolydlag nem lehetett ket axenikus kultirdba vonni, de mara mar elterjedt
modszer in vitro fenntartasuk Agrobacterium rhizogenes-szel transzformalt gyokereken
(Fortin és mtsai. 2002). Az eljarast azonban csupan 50-60 faj esetében tudjak megbizhatoan

alkalmazni.

Diverzitasvizsgalatok soran a teriilet szimbiotikusan aktiv AMF-ko6zosségérdl ugy
kaphatjuk a legmegbizhatobb képet, hogy azt in planta vizsgaljuk molekularis modszerekkel,
vagyis AMF-ek altal (remélhetdleg) kolonizalt gyokerekbdl indulunk ki. A DNS kivonasa
utdn a vizsgalni kivant szakaszok PCR altali amplifikacioja kovetkezik. A PCR soran fontos
az AMF- specifikus primerek hasznalata, mert a gyokérbdl kivont DNS nagy része novényi
eredetii, valamint elkeriilhetetlen a mintak keveredése egyéb mikroorganizmusok DNS-ével.
Az AMF-ek kutatasa soran leggyakrabban alkalmazott nfRNS-gének elénye, hogy tobb szaz

kopidban vannak jelen a genomban tandem ismétlédések formajaban, valamint tartalmaznak
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konzervalt ¢és variabilis régidkat is, amik a kiilonb6z6 szintl rokonsagi viszonyok
feltérképezésére adnak lehetdséget. A PCR-termékeket az AMF-ek nrDNS-ének intra- vagy
internukledris heterogenitéasa, illetve a gyokerek tobb egyed — és ebbdl adoddan vélhetdleg
tobb taxon — altali kolonizacioja miatt klonozni kell. A diverzitasvizsgalatok korében egyre
inkabb atveszik a fOszerepet a kovetkezd generacids szekvendldsi (next generation
sequencing, NGS) modszerek (Hibbett és mtsai. 2009), amelyek alkalmazasaval klonozasra
nincs sziikség. A szekvencidk meghatdrozdsa utan azok szamitogépes feldolgozasa
kovetkezik, amely soran illesztik ©ket, majd kiillonbozd filogenetikai modszerek
alkalmazasaval fa formdjadban abrazoljak hasonlosagukat illetve az altaluk reprezentalt

taxonok rokonsagi viszonyait.

Mivel az AMF-ek a szarazfoldi novények nagy részével asszocialtak, minden
szarazfoldi biomban jelen vannak. Egyes esetekben a ndvények altal fixalt szén akar 20%-a is
a gombdikhoz keriilhet, az AMF-ek pedig els6sorban foszfatot juttatnak cserébe
gazdanovényeiknek, igy a globdlis szén- ¢és foszforkorforgalomban, de a nitrogén
korforgasaban is fontos szereplok (Rillig 2004b). Az arbuszkularis mikorrhizat képzo
novények kevésbé vannak kitéve széarazsagstressznek, valamint gyokérpatogének ellen is
nagyobb védettséget élveznek nem mikorrhizalt névényekhez képest (Smith és Read 2008).
Az AMF-ek a novénykozosségek strukturdjat és diverzitasat is befolyasoljak, mivel mas-mas
novényfaj mashogy valaszol egy azonos gombafaj altali mikorrhizaltsagra (Bever és mtsai.
2010). Elmondhato, hogy egy diverz gombakozosség mellett nagyobb lesz egy
novénykozosség produkcidja, stabilitasa, mint egy AMF nélkiili vagy kevés AMF-fajjal
rendelkezé esetében (Van der Heijden és mtsai. 2008). Az AMF-ek a talaj struktaraltsagat és
szervesanyag-tartalmat is javitjak, segitik a talajszemcsék kialakulasat (Rillig 2004a).

A (fél)szaraz, tapanyagszegény teriileten €16 novények jobban gomba-partneriikre
vannak utalva, mint a mérsékeltebb és jobb tapanyag-ellatottsagi kornyezetben €16k, ezért a
mikorrhizakutatasok ezeken a teriileteken kiilondsen nagy relevanciaval birnak. Az Alfold
teriiletén talalhato homokpusztagyepek — amelyek az eurazsiai sztyepp legnyugatabbi
képviseldi — félszaraz teriiletek; talajuk dunai eredetli homok, aminek vizelvezetd-képessége
rendkivill nagy, mig Szervesanyag-tartalma rendkiviil alacsony. A Kiskunsagi Nemzeti Park

teriilete botanikai ¢€s vegetdciookologiai kutatottsaga rendkiviil magas, mikorrhizaltsagi



vizsgalatokra azonban csak az utobbi 20 évben keriilt sor, igy az ilyen jellegii kutatasok
folytatasa fontos a teriileten. Csoportunk kutatasainak egyik kozponti feltevése, hogy l1éteznek
szaraz korilményekhez adaptalodott gomba leszdrmazasi vonalak. A masik kozponti
hipotézis, hogy léteznek a teriileten 6shonos novényekre specializalodott gombapartnerek,
illetve generalistak. Ez utobbiak meglétét tgy tudjuk vizsgalni, hogy idegenhonos, invazios
szerepérdl tudjuk, hogy a novény csak akkor lehet sikeres az 0j kdrnyezetében, ha nincs
sziiksége gombapartnerre, vagy az adott teriileten jelen vannak generalista szimbiontak,
amelyek kolonizalni képesek az egzotat (Pringle mtsai. 2009). A mikocentrikus megkozelités
szerint — a fenti logikat kihasznalva — az Gshonos és invaziés névénybdl is kimutathatd

gombataxont generalistanak tekinthetjiik.
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Célkitiizések

Széaraz és félszaraz klimaju teriileteken a novények fokozottan a gombapartnerre
vannak utalva. A teriileteken megjelend invazios novényfajok segitségével feltérképezhetjiik
az ott jelenlévo generalista AMF-eket. A vizsgalati teriiletiinkon jelenlévo idegen- és ¢shonos
novényfajok gombakozosségeinek Osszevetése soran a mindkét csoportot kolonizalé AMF-

eket tekintjiik generalistanak.

Jelen vizsgalat soran azt a célt tlztik ki, hogy a tatarszentgyorgyi vizsgalati
teriiletiinkén az ott jelenlévd invazids balvanyfa (Ailanthus altissima) és Gshonos boroka
(Juniperus communis) AMF-kozosségének Osszehasonlitasaval ismerjilk meg a helyi
gombakozosséget, hogy meghatarozzuk a generalista leszarmazasi vonalakat. Ezek a
késébbiekben felhasznalhatok lehetnek funkcionalis vizsgalatokhoz, ezekhez azonban eldszor

meg kell ismerniink az adott félszaraz tertilet mikorrhizaképzd gombakozosségét.

Ha két egymastol tavolabb elhelyezkedd novényegyed gyokerébdl vett mintdkat
hasonlitunk 6ssze, nem lehetiink biztosak abban, hogy az AMF-kozosségek kozti kiilonbség
nem a kis tavolsagokon beliil is jelentOs eltérést mutatd kornyezeti, elsésorban talajjellemzok
miatt jelentkezik. Ezért ebben a vizsgalatban olyan mintaparokbdl indultunk ki, melyek kis
talajtérfogatbol keriiltek ki, és ebben a két Osszehasonlitott névény gyodkerei szorosan Ossze
voltak fonddva egymadssal, més fasszart ndvények azonban nem voltak a kivalasztott
noévényparok kozelében. gy feltevésiink szerint a talajban esetlegesen fellépé kornyezeti
valtozok kiilonbségét kizartuk, és csak a novényfa; felelt az AMF-ko6zosségek kozott fellépd

kiilonbségért.
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Anyag és modszer

Mintavételi teriiletiink egy tatarszentgyorgyi félszaraz homokteriileten volt. A tertilet
éghajlata mérsékelten meleg-szaraz. Az éves napsiitéses orak szama 2000-2100 koriili, az évi
kozéphomérséklet 10-12°C, az éves csapadékmennyiség 500 és 600 mm kozotti. A tertilet
tengerszint feletti magassadga 100-150 m kozott van (Varallyay 1993, Kovacs-Lang és mtsai
2000).

Nyolc 250 ml térfogatii talajmintankat 2010 és 2011 nyaran két olyan bordkabokor
(Juniperus communis) alol vettiik, melyek kdzepén egy-egy balvanyfa (Ailanthus altissima)
telepedett meg. Korabbi vizsgalatok alapjan tudjuk, hogy az AMF-kozosség Osszetételére az
évszakossag nincs hatassal, ezért nem jelenthet problémat az egyszeri mintavételezés (Balazs
¢és mtsai. 2009; Davison és mtsai. 2012). A két novénypar egymastol 233 méterre talalhatod
(1-es bokor: N 47°03.486" E 19°24.424', 2-es bokor: N 47°03.572' E 19°24.289"). A bokrok
kozelében mas fasszard novényfaj nem nott, csak fiivek és egyéb lagyszaraak, melyek
gyokérzete finomabb gyodkerekbdl all, ezért ezek eléfordulasa mintdinkban nem jelentettek
problémat. A talajmintakbol a gyokereket laborba szallitds utdn azonnal kimostuk, azokat
szétvalogattuk és 70%-0s etanolban, 4°C-on taroltuk. A két faj gyokerét eltérd sziniik és
morfologiajuk miatt konnyen elkiilonitettiik egymastol. A Juniperus communis gyokere
sOtétbarna, mig az Ailanthus altissima-¢ vilagossargas.

A molekularis munkak folyamata a 3. abran lathato, részletes leirasuk a fejezet végén a
Molekularis munkak c. alfejezetben talalhat6. A teljes DNS-kivonast kovetéen PCR-t
kot. A megfeleld primerpar kivalasztasahoz elvégeztink egy tesztet, amelyet a fejezet
Primerteszt c. alfejezetében ismertetek. A PCR-t kovetben tisztitds és A-farkazas utan
vektorba (pGEM-T Easy) ligaltam és klénoztam (TOP10 One Shot) a mintaimat. A kloénozas
ellendrzése utdn mind a 7 par sikeres mintabol 48-48 klont szekvenaltam Sanger-féle

modszerrel ABi 3037XL szekvenatoron, 6sszesen 7X96 (672) mintat.
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Szekvenciak

<<6

N
DNS-kivonas Szekvenalas
J (2]
PCR Gélelektroforézis
L N
Gélelektroforézis Clone-check
M Q s92 P
PCR-termék tisztitas Tranf(zlf')?‘r;:glsas e
L (2]
A-farkazas Ligalas vektorba
L N
Ujbali tisztitas }> Gélelektroforézis

3. abra. A molekuldris munkék folyamata

A kapott szekvencidk mindségét a Staden programcsomaggal ellendriztem (Staden és
mtsai. 2000), a szekvencidkat BLAST algoritmus Segitségével Osszevetettem a GenBank
adatbazissal. A megfelelé6 mindségii szekvenciakbol a mothur programmal (Schloss és mtsai.
2009) molekularis operativ taxonomiai egységeket (MOTU) képeztem, valamint rarefaction
gorbék segitségével ellendriztem, hogy a kapott szekvenciamennyiség megfeleld
mintavételnek bizonyul-e a teriiletrdl, adott clusterezési kiiszobérték mellett. Szintén a mothur
programmal Shannon diverzitdst szamoltam az egész mintamra, valamint az almintdkra
(novényfajok, ndvényparok), Venn-diagramon &brazoltam, hogy a kapott MOTU-k és a
hozzajuk tartozo szekvencidk hogy oszlanak meg a két ndvényfaj és a két ndvénypar kozott. A
kapott MOTU-kbol egy referencia adatbazis szekvenciaival egyiitt egy Minimum Evolution
(ME) fat készitettem a MEGAS5 program segitségével (Tamura és mtsai. 2011). Az Gsszes
sajat szekvenciam segitségével is képeztem egy ME fat, amin jeldltem, hogy melyik
szekvencia melyik bokorbol és melyik novényfaj gyokerébdl szarmazik. Mindkét esetben
Kimura-2-paraméteres modellt alkalmaztam. Az 1000 bootstrap ismétlés eredményét 75%

felett tiintettem fel az abrakon.
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Primerteszt

A PCR-hez haszndlanddé primerpar vagy -rendszer kivalasztasahoz egy eldzetes
vizsgalatot végeztiink el. A kisérlet soran egy 14 fajbol all6 mesterséges AMF-kozosségen
teszteltik harom primerpar és egy primerrendszer hatékonysagat, melyek az nrDNS
kiilonboz6 régioit amplifikaljak. Ez a négy rendszer altalanosan hasznalt az AMF-ek
kornyezeti €s taxondmiai vizsgalatai soran. A gombdk molekularis vizsgalataihoz hasznalt
altalanos primerpar, az ITS1F-ITS4 sajnos erdsen torzit a Dikarya felé, azért AMF-specifikus
primerekre van sziikség azok kutatdsdhoz. A primerek tervezésénél a f6 szempontok a
kovetkezOk: az amplifikacio legyen (i) specifikus, vagyis csak AMF taxonok DNS-e
szaporodjon fel, (ii) univerzalis, vagyis minden AMF-taxon DNS-e szaporodjon fel, (iii)
torzitatlan, vagyis egyik taxon DNS-e se szaporodjon fel preferencialisan a tobbihez képest.
Tudtuk, hogy sajnos ezen feltételek egyike sem teljesiil maradéktalanul ezeknél az elterjedt
hasznalatban 1év6 primereknél, ezért is volt sziikséges a primerteszt.

Miutan a legelséként publikalt AMF-specifikus primerrél, a VANS1-rél (Simon és
mtsai. 1992) kideriilt, hogy rossz hatékonysagl, nem sokkal megjelent a ma is leggyakrabban
hasznalt primer, az AM1, amit az altalanos eukariota NS31-gyel hasznalnak egyiitt (Helgason
¢és mtsai. 1998). Err6l azonban a szerzék nem sokkal a publikalas utan kozolték, hogy a
Glomeromycota alapi csoportjai rovasara torzit. A Lee-féle primerpar (Lee és mtsai. 2008) az
AMI1 egyfajta tovabbfejlesztése, tartalmazza eldbbit teljes hosszaban, viszont jobban
optimalizaltdk a tervezés soran. Mig az el6z0 primerek mind a rendszerezésre altalanosan
hasznalt kis alegységet kodolo génszakaszba (SSU) kotnek, addig a 28G1/28G2 a nagy
mtsai. 2006). A Kriiger-féle primerrendszer (Kriiger és mtsai. 2009) a specificitast két
egymasba agyazott (nested) primerparral probadlja megoldani, az univerzalitast pedig
degeneraltsaggal (vagyis ahogy a szerzd szeretik hangoztatni, mindegyik primer igazabol

néhany pozicioban eltérd keverék).
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1. tablazat. A 4 6sszehasonlitott primerrendszer

primer irodalom régio hossz Tm(°C)

AM1/NS31 Helgason és mtsai, 1998 [SSU ~500 bp 58

AML1/AML2 Lee és mtsai, 2008 SSU ~800 bp |50

28G1/28G2 da Silva és mtsai, 2006 |LSU ~600 bp |55

1. SSUMAF/LSUmMAr 60
Kriiger és mtsai, 2009  [SSU+ITS+LSU ~1500 bp

2. SSUMC/LSUmBr 63

A teszthez 14, refereciagyiijteménybdl (Morton és mtsai. 1993) szarmazo AMF-faj
sporaibol kivont DNS-b6l azonos térfogatot mértiink a mesterséges kdzosségként szolgalod
keverékbe. A DNS kvantifikalasat nem tartottuk fontosnak, mivel in planta modszerekhez
kerestiink egy optimalis primerpart, és a természetes AMF-k6zosségekben is egyenldtlentil
oszlik el a jelenlévd gombak DNS-mennyisége, rdadasul az nrRNS-gének kdpiaszama is
valtozod, a kiilonb6zd szamu tandem ismétlodések miatt (akar egy fajon beliil is). A DNS-
kivonatokat egyenként is ellenériztik PCR-rel, hogy tartalmaznak-e amplifikalhato
mennyiségli DNS-t. Pozitiv eredményt kaptunk minden kivonatra.

A primerteszt €s a mikroskala-vizsgalat soran is az 1. abran feltiintetett folyamat
szerint jutottunk el a mintdbol kivont DNS-t6l a szekvencidkig, a moddszerek pontos
ismertetése pedig a kovetkezd alfejezetben olvashato.

Minden egyes primerparral elvégzett PCR-bdl klonozas utan 96 klont valogattunk ki
szekvenalasra. A szekvencidk mindségét a Staden programcsomaggal ellendriztiik, majd
BLAST algoritmussal 0sszevetettik a GenBank adatbazissal. Az eredményt a 2. tablazat

tartalmazza.
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2. tablazat. A primerteszt eredménye

SRR P
S & 2
'\§ sQ § a b\&( .\%\0
& & S P s & A
*¥ S S Bl &
o ¢S ¢ $ 0_\\ & § @
§o5e ol & &
T s €8S SN
N &6 3 c?éb Q§ $ & @\{b«é’ & & NI § 8 =
T ¥FFF o FILSE 8\ i 1S & 3 c\\v\(? & 2
'Qo) .0&45&-5 \§ gb of & & 0‘? r? e\é 0& »° '@0" & &
ST IS L STy o8
H _@ _@ _\3‘ & P 30 ‘30 -30 é"" L L& Q& § & § @ R &
FIITTIESTEeSSdIe s &48
§ & 8 A R S 9 & 2 & A
Primer-par FSCC & &8 ¥ Q\A &° & Qrs %8 Q& & §¢&é
NS31-AM1 7 20 57 308119 5 2 3
28G1-28G2 22 2 34 10 9 16 615600 1 2 O
AML1-AML2 5 24 61 307767 0 3 O
Kruger's 3 1 89 2 1 503542 0 0 O
Lathatjuk, hogy egyik primerpar sem teljesiti maradéktalanul a kordbban

meghatarozott harom szempontunkat; aspecifikus, torzitott és nem univerzalis amplifikaciok
figyelhetok meg. A mikroskala-vizsgélathoz a primerteszt alapjan a da Silva-féle 28G1/28G2
primerpart valasztottuk ki, mivel a legtobb szamu fajt és a legnagyobb Shannon-diverzitasu
kozosséget ez szaporitotta fel. Kitekintésként elmondhatd, hogy a megfeleld primerpérok felé
vezetd Ut mindenképpen iterativ, mivel a GenBankban elhelyezett szekvencidk nagy része

ezekkel a primerparokkal késziilt, és csak kevés ezeken tulnyuld szekvencia van, amik alapjan

tovabb lehetne keresni egy jol miikodo AMF-specifikus rendszert.
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Molekularis munkak

DNS-Kivonas:
A teljes DNS kivonasat a 70%-0s etanolban tarolt gyokerekbdl QIAGEN DNeasy Plant Mini
Kit-tel végeztem el a gyarto altal szolgaltatott protokoll szerint.

PCR:

Osszetevok 25 pl végtérfogatra (nl)
MgCl; puffer (10x) (Fermentas) 2,5

dNTP (2mM) (Fermentas) 2,5

forward primer (25 uM) 1,3

reverse primer (25 pM) 1,3

Pfu polimeraz (2,5 U/ul) (Fermentas) 0,6

Milli-Q viz 11,8

Target DNS 5

PCR-kondiciok

Szakasz Homérséklet (°C) gi)otartam

Denaturacio 93 180

Denaturacio 93 30

Primer bekotés Alacsonyabb T,-5 |30 30 ciklus
Lanchosszabbitas 75 120

Lanchosszabbitas 75 600

Hiutés 4 o

Agar6z gélelektroforézis:

1,5%-0s, etidium-bromidos agar6z gélben 100V-on 10-15 percig futtattam a mintakat.

PCR-termék tisztitasa:

A PCR-termék tisztitasat a Promega Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Systemmel végeztem
a gyartd protokollja szerint. 50 pl tisztitott DNS-t eludltam az oszloprol, ezzel dolgoztam
tovabb.
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A-farkazas:

Mivel a PCR soran Pfu polimerazt hasznaltam, ami ,,blunt end”’-et hagy az amplifikaci soran,
a vektorba ligalashoz sziikséges volt az amplikonokat ,,adenin-farokkal” ellatni. Ez DreamTaq
(Fermentas) polimerazzal végeztem el, 2 mM-0s dATP-vel. A reakciot 70°C-on, 15 percig

végeztem.

Ligalas:
Az A-farokkal ellatott, tisztitott PCR-terméket pGEM-T Easy (Promega) vektorba ligaltam az
adott recept szerint, egy Oras inkubdcios i1d0 mellett szobahdmérsékleten. (A reakcid

Osszetevoi: 3,3 pl amplikon, 0,7 ul vektor, 1 ul ligaz és 5 pl 2Xpuffer.)

Transzformalas €s klonozas:

TOP10-One Shot kompetens E. coli sejteket transzformaltam a plazmidba ligalt
amplikonokkal. Az 50 pul kompetens sejtet két felé osztottam. 2ul ligatumot adtam a sejtekhez
¢és 30 percen keresztiil jégen inkubaltam. 40 masodpercig 42°C-os vizfiirddben hésokkoltam a
sejteket, majd 5 percig ujbdl jégen inkubaltam 6ket. 200 ul SOC taplevessel 1 6ran at 37°C-on
razattam a sejteket. Ezutan ampicillines, IPTG-s, X-Gal-0s LB-agar taptalajra szélesztettem
minden mintabol 50 és 100ul-t. Overnight 37°C-on inkubaltuk a plate-eket.

Klonok ellendrzése:
A klonokat kék-fehér szelekcidja soran az inzertet nem tartalmazo utdan DreamTaq enzimmel

PCR-eztem és ellendriztem, hogy a vektorban megvolt-e az inzert.

Sanger-szekvenalas:
A PCR-termékeket ExoSap (USB Affymetrix) emésztéssel tisztitottam, BigDye Terminator-
ral (Invitrogen) végeztem el a szekvenaloreakciot, majd a DNS-t etanolos precipitacio utan

ABI 3730XL kapillaris elektroforézis szekvenatoron szekvenaltuk.
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Eredmények és targyalasuk

A kapott 622 szekvencia mindségi ellenérzése utan pont 600 szekvenciaval dolgoztam
tovabb. Mivel az AMF-ek LSU-régiojara nincs egy konvencionalis kiiszobérték, ami mellett
MOTU-kat képezhettem volna, az Arthur Schiissler munkacsoportja altal Osszeallitott
referencia adatbazist (Kriiger és mtsai. 2012) hivtam segitségiil. Ebben 1084 illesztett
szekvencia talalhat6, am nem tul felhasznalobarat médon, ugyanis ebbdl a mennyiségbdl csak
299 szekvencia tartalmazza az altalam hasznalt LSU-szakaszt teljes hosszédban. A
taxonomiailag jol ismert Diversispora nemzetséget valasztottam referencianak, mivel fajai jol
definialtak, és filogenetikailag kozel allnak egymashoz (az SSU régid alapjan el sem
kiiloniilnek) (Gamper ¢és mtsai. 2009). Megvizsgaltam a mothur programmal, hogy hany
szazalékos kiiszobértékkel képzett klaszterezés mellett kiiloniilnek el a fajok a nemzetségen
belil. Ez az érték 3%-nak adodott, igy ezt hasznédltam az elemzéseim soran. Mas
nemzetségeknél természetesen nem teljesen felelt meg ez a csoportositas a fajhataroknak, de
ezt nem is vartam, hiszen a 3% egy Onkényes valasztas, a kiillonboz6 AMF-csoportok pedig
mas-mas diverzifikacios rataval rendelkeznek, igy akadt olyan, ahol 3% mellett mar tobb faj is
egy MOTU-ban csoportosult, illetve olyan is, ahol egy ma érvényes fajon beliil t6bb csoport
alakult ki. Ezeknek a csoportoknak a taxondmidja azonban nem annyira feltart, mint a
Diversispora nemzetségé, err6l még eredményeim késébbi targyalasa soran irok.

A mothur programmal szdmolt MOTU-telitési gorbék a 4. é&bran lathatok. A
rarefaction-gorbékrol azt tudjuk leolvasni, hogy a vizsgalt teriiletr6l vajon eldkeriilnének-e
még tovabbi taxonok, ha tovabb mintavételeziink. A 4. abrdn az egész mintara vonatkozo
gorbe mar majdnem megkdzeliti az x-tengellyel parhuzamos irdnyt, és a tobbi is befordult

mar; tovabbi mintazassal azonban még tobb MOTU keriilhetne a vizsgalatba.
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4. abra. Fajtelitési (rarefaction) gorbék a teljes mintara és az almintakra

24 MOTU

45 szekvencia

Juniperus

Ailanthus

19 MOTU
30 MOTU

27 MOTU
81 szekvencia

486 szekvencia 23 MOTU

47 szekvencia

2-es par

517 szekvencia

1-es par

17 MOTU

48 szekvencia

5. abra. A MOTU-k és szekvencidk megoszlasa a ndvényfajok és a mintavételi parok kozott
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Az 5. abran latszik, hogy a sok szekvencia altal képviselt MOTU-k voltak
megtalalhatok mindkét novényfajban, illetve mindkét mintavételi helyen is. Azok a MOTU-
kat, amik csak az egyikben vagy csak a masikban voltak jelen, csak kevés szekvencia

képviselte.

3. tablazat. Shannon-féle diverzitas (H) és egyenletesség (E)

H E
[ teljes minta 3,4199 0,8050
Ailanthus 3,1654 0,7451
Juniperus 3,2077 0,7550
1-es par 3,0269 0,7125
2-es par 3,4048 0,8014

A mothur programmal szamitott Shannon-diverzitasi értékek alapjan nem volt jelentds
diverzitasi vagy egyenletességi kiilonbség kimutathat6 (3. tdblazat).

A BLAST-eredményekb6l mar lathato volt, hogy a MOTU-kbdl kivalasztott
reprezentans szekvencidim tilnyomod tobbsége kizardlag kornyezeti mintakbdl kapottakkal
mutatott megfeleld6 mértékii hasonlosdgot, de néhanyhoz hozzarendelhetd volt ismert
taxondmiai helyzetii faj szekvenciaja.

A Schiissler-féle adatbazisbol és mindegyik altalam kapott MOTU reprezentansaibol
kivalasztott 220 szekvenciaval kapott ME-fan lathat6, hogy a MOTU-k nagy része — ezeken
beliil is a nagy szekvenciaszammal képviseltek — a Rhizophagus és Funneliformis (egykori
Glomus) nemzetségekbe tartozik. A Glomeromycota torzs tipusfajat, a Glomus
macrocarpumot képviselé szekvencidkat is kimutattam, tovabba a bazalis Paraglomus
majewskii szekvenciai is elokeriiltek, amely faj leirasanak molekularis munkaiban én is részt
vettem. Az Diversispora nemzetségbe ékel6dé Otospora bareai, valamint a Racocetra és

Claroideoglomus nemzetségekkel nagy hasonldésagot mutatd szekvenciak is eldkeriiltek.
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Rhizophagus irregularis
..rOZ 046jc 34[35

Rhizophagus irregularis

L°® 02 014aa 257

@ 103 011jc 31/1
® u01 026aa 284

gi|162320515|dbj|AB370889.1| Glomus sp. HR1 gene for 28S ribosomal RNA partial sequence
@ m02 026jc 30]1

® 102 017jc 29/85

@ 02 021jc 27|24

m01 009aa 22|14

mO01 003aa 23|24

m01 028aa 243

s — @ 02 015ic 33]21
E. m01 016aa 32/6

Rhizophagus rregulars

@ 103 012jc 262
@® m01 016jc 43|1 _
FR750072 org Rhizophagus fasciculatus MUCL46100
gi[162320514|dbj|AB370888.1| Glomus sp. RF1 gene for 28S ribosomal RNA partial sequence
gi|78039168|emb|AJ852005.1| Glomus clarum partial 288 rRNA gene isolate UFPE

. m01 014jc 39[1

> Hhizophagus intraradices

@ o1 036jc 42|12

® 01 009jc 41|14 100 X
Glomus aggregatum/aiaphantim

¢i[242120333|gb|FJ461846.1| Glomus sinuosum isolate MD126 258 ribosomal RNA gene partial sequence .
102 043ea a0 Glomus simnuosum

100 — @ u04 001aa 56[11

©® m01 021aa 44J2
04 035jc 46|5
é. mo1 015jc 45[41
® u02 00Bjc 47|1
gi[49246054|gb|AY639218.1| Glomus cf. intraradices clone 107.3.1 28S large subunit ibosomal RNA gene partial sequence

W{FR750095 org Rhizophagus cerebriformis () MUCL43208 DAOM227022
0i|95071388|gb|DQ469115.1| Glomus cf. diaphanum 589 clone 589.3 28S large subunit ribosomal RNA gene partial sequence

@ 101 026ic 58[1
il @ w04 O13aa 59[1

u01 006aa 154
u04 036aa 161
@ u02 048za 213
@ 103 002jc 9|33
@ u01 016jc 112
@ 102 013za 10[1
@ 102 045 122
@ 104 026c 1316
@ 04 038jc 14(1
Glomus consrictum

Funneliformis constctus

@ mo2 029jc 83
02 019jc 1|41
mo2 045jc 7|3
r02 Q08aa 3|6
@ u02 048jc 26
@ u02 00jc 63
@ 102 021jc 52 |
FR750370 R org Glomus macrocarpum W5581/Att1495-0
FR750544 R org Glomus macrocarpum W5293

@ u04 036jc 62[1

@ 104 025]c 61]2

FR750202 R org Glomus species W3347/Att565-7

o0 L @ u01 005aa 60j4

100 1 JF439167 org Fur

] Glomus macrocarnpum

isalate 08 48 12 18S ribosomal RNA gene partial

Glomus

Funneliformis mosseae

Funneliformis mosseae

o7

Claroideoglomus
20 .
FJ461843 org Claroideoglomus microaggregatum UT126B * Cya/'O/OlEDg/OI 7 7US
@ u04 D27jc 672
® u01 043jc 63[1
52 @ u04 041aa 641

Glomus aggregatun

Glgaspora

Scutellospora

Scutellospora

Scutellospora

FR750135 R org Racocetra weresubiae YW2988/Att-none
FJ461880 org Racocetra persica MA461A *

FJ461870 org Racocetra fulgida NC303A *

FJ461866 org Racocetra corallcidea SA260 *

FJ461881 org Racocetra verrucosa VA103A *

AJ510232 org Racocetra gregaria LPA48

® u01 004aa 653

Fi1cons*17 org Racocetra castanea BEG1 ex-type
FR750136 R org Racocetra fulgida W2993/Att-none
L Fi1cons*19 org Pacispora scintillans W4545/field collected

T Acaulospora
Are. ra

*F 461850 org Glomus tortuosum () JAS0BA *
gi[156257888|gb|EF581861.1| Glomus aurantium clone Ga.4 28S large subunit ribosomal RNA gene partial sequence
FJ461855 org Diversispora trimurales KS101 *

AM947665 R org Diversispora epigaeca BEG47

FN547635 R org Diversispora epigaea BEG47 W3180/Att475-22

.Ofaspora bareae

Facocetra

Diversispora’/Ofospora

Diversispora
Paraglomus
gi|19744099|emb|AJ271926.1| Glomus sp. HMCLS partial LSU gene for large ribosomal subunit . .
i[346865441|gb|JN131603.1| Paraglomus majewskii strain 1 clone HGL 58 06 28S ribosomal RNA gene partial sequence Pﬁ/’ag/omus mﬁ/gwgk/[
100 | @ u04 021aa 662
Ambispora

Geosiphon pyriformis

= Mortierelia spp.

—
0.05

6. abra. ME fa az azonositott MOTU-k (ponttal jeldlve) és 150 referenciaszekvencia
alapjan; kiilcsoportként Mortierella humilis és M. polycephala szekvenciakat hasznaltam, a

bootstrap értékeket 75% felett tiintettem fel;
karaktervaltozas atlagos valdszinliségét jeloli.

a mérce az egységnyi aghosszra esd



A 600 sajat szekvenciambol készitett ME fa a 8. €s 9. dbran lathato. Megfigyelhetd, hogy
a legnagyobb kladok szekvenciai vegyesek, vagyis Juniperus-bol és Ailanthus-bol, valamint
mindkét ndvényparbol szarmazéd szekvencidk alkotjak. Tobb kis kladnal azonban megfigyelhetd
valamilyen homogenitdas vagy trend, példaul a Funneliformis mosseae vagy Glomus
macrocarpum fajokat csak Juniperus-bol detektaltam, mig a Glomus sinuosum csak Ailanthus-
bol kertilt el6. A Rhizophagus nemzetségen beliil, a Rhizophagus irregularis fajban is tobb kis
elkiiloniild klad alakult ki, melyek vagy az egyik, vagy a masik ndvényfajbol szarmaznak. Egy
olyan trend is megfigyelhetd, hogy az alapi kladokban ¢s a Funneliformis-ban a 2-es ndvénypar
szekvenciai vannak tulstlyban, mig a Rhizophagus kladban az 1-esb6l szarmazok. Szezonalis és
idébeli hatdsok a teriileten ¢l6 AMF-kozosségeire vonatkozd kordbbi vizsgalatok alapjan

kizarhatok (Balazs és Kovacs 2009).
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7. abra. 600 sajat LSU szekvenciabdl készitett ME fa, alapi kladok. ). Teli kor: Juniperus, iires
kor: Ailanthus, fekete kor: 1-es mintavételi hely, kék kor: 2-es mintavételi hely. A bootstrap
értekeket 75% felett tiintettem fel; a mérce az egységnyi aghosszra esd karaktervaltozés atlagos
valosziniiségét jeloli.
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8. abra. 600 sajat LSU szekvenciabol késziilt ME fa, koronakladok (Rhizophagus). Teli kor:
Juniperus, tires kor: Ailanthus, fekete kor: 1-es mintavételi hely, kék kor: 2-es mintavételi hely. A
bootstrap értékeket 75% felett tiintettem fel; a mérce az egységnyi aghosszra esd karaktervaltozas
atlagos valoszintliségét jeloli.



Osszefoglalas

Magyarorszagi félszaraz homokteriiletekrél 2006-ban sporamorfoldgia alapjan 6 AMF-
fajt jeleztek (Takacs és Bratek 2006), 2009-ben mar 22 faj sporaja volt ismert csak a
tatarszentgyorgyi teriiletrél (Balazs és mtsai. 2009). 2010-ben a magi riboszomalis RNS SSU
régidja alapjan, 1,5%-os klaszterezés mellett 55 MOTU-t mutattak ki a tatarszentgyiirgyi teriilet
10 Juniperus-egyedének gyokereibdl (Balazs és Kovacs 2010). A hét mintaparbol detektalt 600
szekvenciabol, 3%-0s kiilonbozoség mellett kapott 70 MOTU nagyobb taxonszamot jelent, mint
a teriiletr6l eddig ismert taxongazdagsagok. Ez az LSU szakasz divergens régidinak vagy az
alkalmazott da Silva-féle primerpar magasabb hatékonysaganak is lehet az eredménye. Fontos
latni azonban, hogy a primertesztiink alapjan még ez is egy b6ven alulbecsiilt eredmény, hiszen
az ott vizsgalt mesterséges kozosség fajainak kevesebb mint felét detektalta a primer, bar még ez
volt a leghatékonyabb az dsszes vizsgalt rendszer koziil. Igy feltételezhetjiik, hogy a teriileten is
vannak még olyan taxonok, amik nem keriiltek kimutatisra, de a szimbiotikusan aktiv AMF-
kozosség részét képezik.

A kimutatott szekvenciak tilnyomoé tobbsége a Rhizophagus és Funneliformis (egykori
Glomus) nemzetségekbe tartozik, de tobb filogenetikailag tavolabbi taxont is kimutattam. Ezek a
munkacsoportunk altal leirt Paraglomus majewskii faj a Glomeromycota bazalis
Paraglomeraceae csaladjabol; az Otospora bareai, amely a Diversispora nemzetségbe ékelddik;
valamint 3 szekvencia, amely a Scutellospora nemzetségbe ékel6dé Racocetrd-val mutatott
nagyfoku hasonlosagot. A Racocetra mindkét mintaparbol csak Ailanthus-bol volt kimutathato.
A régebben szintén Glomus-ba tartozo Claroideoglomus nemzetségbe négy szekvencia kertilt. A
Funneliformis mosseae — amely segitségével Mosse 1953-ban eldszor mutatta meg, hogy mely
gomba alakitja ki az arbuszkularis mikorrhizat (Mosse 1953) — csak borokabol keriilt eld.
Ugyanez mondhato el a Glomus macrocarpum-rol, amely egyes forrasok szerint a torzs tipusfaja
(mig mas szerzOk szerint a G. microcarpum az). A Funneliformis constrictus fajba tartozo
szekvenciaim harom kladra kiiloniilnek el, melyek koziil az alapiban megfigyelhet6 az Ailanthus
dominanciaja, a masik ketté koziil pedig az egyikben a Juniperus-é. A Rhizophagus nemzetség
két alapi kladjadban is dominalnak a bordkabdl szarmazd szekvencidk, mig a kovetkezd klad, a
Glomus sinuosum csak a balvanyfabol volt kimutathato. A Rhizophagus intraradices-en beliil
adodott egy klad, melyben egy kivételével csak Juniperus-eredetii szekvenciak csoportosultak, a

Rhizophagus irregularis-on beliil az alapi klad pedig kizarolag Ailanthus-eredetii. A két faj tobbi
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szekvencidja nem mutatott ilyen csoportosuast. Ezek alapjan tovéabbi funkcionalis vizsgalatokhoz
a Funneliformis constrictus, Rhizophagus intraradices és Rh. irregularis tiinik potencialisan
megfeleld generalista taxonnak.

A Rhizophagus és Funneliformis nemzetségek dominans AMF-ek, a gyokereket nagy
foltokban kolonizaljak, nagy szamban képeznek spordkat, sokszor keriilnek eld kornyezeti
mintakbol (Parniske 2008). Genetikailag heterogén taxonok, amit az a példa is jol szemléltet,
hogy a Glomeromycota térzs modellorganizmusa, a Glomus intraradices DAOM 197198 klonja
molekularis elemzések utan nem lett konspecifikus a Glomus intraradices tipusfajaval, és a
Glomus irregulare fajba keriilt (Btaszkowski és mtsai. 2008; Stockinger és mtsai. 2009). (Az 0j
nevezéktan szerint mindkét faj a Rhizophagus nemzetségbe tartozik (SchiiBler és Walker 2010).)
Ezzel a genetikai heterogenitassal egybecsengenek a Rhizophagus ¢és Funneliformis
nemzetségekre vonatkoz6 eredményeim, miszerint a nemzetségek 1-1 fajaba a 3% mellett
képzett MOTU-kbol sok keriilt (a MOTU-k tulnyom6 tobbsége). Valdszinlileg ezekben a
taxonokban az LSU régidora egy magasabb klaszterezési kiiszobértéket lenne sziikséges
alkalmazni, hogy a MOTU-k a ma érvényes taxonokkal egybeessenek.

A Venn-diagramok ¢s a szekvencidimbol készitett tavolsagalapu fak alapjan elmondhato,
hogy a sok szekvencia altal képviselt taxonok generalistak, mig a csak egy névényfajbol vagy
novényparbol detektalt MOTU-kban altalaban kevés szekvencia csoportosult. Adodtak olyan
kladok, melyben kizarélag, vagy tulnyomod tobbségben olyan szekvencidk csoportosultak,
melyek csak az egyik almintabol szarmaztak, vagyis amelyekrdl nem deriilt ki, hogy generalistak
lennének.

Mindezek az eredmények kozelebb vittek minket a félszaraz homokteriiletek generalista

AMF-csoportjainak és egész AMF-kozosségének jobb megismeréséhez.
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