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1. Absztrakt

A mikorrhiza kapcsolatok fontos szerepet jatszanak a szarazfoldi okoszisztémakban,
tobbek kozott a novények szarazsagtiirését 1s segitik. Szdmos mikorrhiza tipust
kiilonboztetiink meg, ezek koziil egyik legelterjedtebb az ektomikorrhiza (EM).

Munkam célja a Kiskunsagban éshonos rozmaringlevelii fiiz (Salix rosmarinifolia) EM
képzé gombainak diverzitds vizsgalata volt. Ezen kiviil a teriileten vizsgalt mas Oshonos és
invaziv novények EM képzé gombdainak Osszehasonlitasa, illetve a generalista EM gombak
azonositasa.

Mintainkat a Fiilophaza melletti félszaraz homokpusztagyeprdl gyiijtottiik 2010 és 2011-
ben, két Salix foltbol. A mikorrhizakat sztereomikroszkop alatt morfotipusok szerint
szekvenaltattam. A kevert mintakat egy endofiton gomba (Cadophora sp.) specifikus
diagnosztikai PCR alkalmazasaval is vizsgaltam. A szekvencidkat a mothur programmal
csoportokba (MOTU) osztottam, amelyek alapjan a két mintavételi teriilet, illetve az egyes
mintavételek eredményeit vetettem Ossze. Az egyes MOTU-kat az NCBI Blast és Unite
adatbazis segitségével azonositottam.

A két mintateriiletrél 44 talajmintat gyjtottiink, ebbdl Gsszesen 294 ITS szekvenciat
kaptam. A szekvencidk hasonlosaguk alapjan 58 MOTU-ba csoportosultak. Eredményeimet
Osszevetettem a teriiletrl szarmazo6 termétest adatokkal, valamint mas EM képzé fajokrol
szarmaz6 ¢€s talajbol kiindulé gomba diverzitisi ,,next generation sequencing” (NGS)
adatokkal.

A korabbi termdtest adatok alapjan nem vart magas EM diverzitast tapasztaltam. Néhany
EM gomba (Tomentella spp., Tuber sp.) a teriiletre nézve 0j adatnak bizonyult, ezen kiviil

szamos generalista EM képz6 gomba taxont azonositottam a Salix rosmarinifolia névényrol.



2. Bevezetés

A széarazfoldi novények 80-90%-a ¢él egyiitt valamilyen gombéval mutualista szimbiotikus
kapcsolatban egészséges felszivo szerveiken (gyokér, rizoma, tallusz) keresztiil. Ezt a
strukturalis és funkcionalis egységet nevezziik mikorrhizanak (Trappe, 1996). A mikorrhiza
kapcsolat soran a gombapartner a novény viz- és tapanyagfelvételét segiti eld, mig a ndvény
asszimilatumokkal latja el a gombat. A mikorrhizdknak jelentds 0koldgiai szerepiik van a
szarazfoldi Okoszisztémaban, tobbek kozott novelik a novények szarazsagtiird képességét
azaltal, hogy a gyokér felszivo feliiletét tobbszorosére novelik (Smith és Read, 2008). A
novényi felszivd szervek mikorrhiza gomba kolonizacidja lehet intracellularis vagy
extracellularis, attol fiiggden, hogy a hifa behatol a ndvény sejtjeibe, vagy nem. Az
intracellularis kolonizaciot képz6 mikorrhiza gombakat endomikorrhizdknak nevezziik,
melyeknek tobb tipusa ismert. Ezek koziil az orchid, erikoid és arbutoid mikorrhiza tipusok a
hazai tarsulasokban kevéssé jelentdsek, mig az arbuszkularis mikorrhiza a vildgon a
legelterjedtebb szimbiotikus kapcsolat (Parniske, 2008). Az arbuszkularis mikorrhiza (AM)
képz6 gombak mind egy csoportba, a Glomeromycota térzsbe tartoznak. Neviiket a novény
sejtjeibe novo ,,facska” alaku hifardl, az arbuszkulumokrol kaptdk. Az edényes névénytajok
kb. 73,3%-at kolonizaljak (Brundrett, 2009).

Jelen dolgozat témaja az ektomikorrhizdkra (EM) iranyul, amelyek hifai a gyokér
kéregsejtjeibe nem ndnek bele, extracellularisak. Az EM képz6 gombak a szarazfoldi edényes
novényfajok kb. 4,5 %-at kolonizaljak (Brundrett, 2009), elsdsorban fasszari novényeket
(Brundrett, 2002). A mérsckelt égévon az EM gombak rendkiviil elterjedtek, Okologiai
jelentdségiik igen nagy. Magyarorszagon az erddalkotd fafajok tobbsége (Quercus spp.,
Fagus sylvatica, Populus spp., Carpinus betulus, Alnus glutinosa) EM gombaval él egyiitt. A
magyarorszagi EM vizsgalatok jelentds hanyada az Alf6ld teriiletére korlatozodik, igy erre a
terliletre vonatkozodlag kiterjedt irodalom all rendelkezésiinkre (Erés-Honti és mtsai, 2008;
Jakucs és mtsai, 2005; Seress ¢s Kovacs, 2010; Kovacs és mtsai, 2008, Kovacs, 2008)

Mintavételi teriiletiink a Fiilophdza melletti homokpusztagyep, amely a Kiskunsagi
Nemzeti Park fokozottan védett terilete 1973 ota, kiterjedése 1992 hektar
(knp.nemzetipark.gov.hu). A teriilet talajkészlete az Os-Duna hordalékabol szarmazik, melyet
késObb a szélmozgasok alakitottak at a t4) mai arculatdva. A talaj humusztartalma
alacsonyabb 1%-nal, tapanyagtartalma rendkiviil alacsony (Kovacs-Lang és mtsai, 2000). Az
éves csapadékmennyiség 550 mm, ami a magyarorszagi atlag (500-650 mm) alsébb

értekeinek felel meg (www.met.hu). A teriilet ndvényboritdsa a geoldgiai adottsagoknak
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koszonhetben jellegzetesen mozaikos homoki erdésztyepp, melynek egyik jellegzetes fafaja a
Salix rosmarinifolia.

A rozmaringlevelll fiiz egyéb gyakran hasznalt magyar nevei: cinege fiiz és serevény fiiz
(Borhidi és mtsai, 1999; Kiraly, 2009). A Salix rosmarinifolia preferalt mikro élhelye
elsésorban a homokhatsag buckakozi mélyedései, ahol a talaj enyhén humuszos réti
homoktalaj, vizellatottsaga a homokpusztagyepi atlaghoz képest kedvezo.

Az ektomikorrhiza gombdk azonositasat a 1990-es évekig mikroszkopos modszerekkel
végezték. Az EM-k jellemz6 morfologiai bélyegei a gyokérfelszinen l1étrejové gomba kdpeny,
a Hartig-halo és a kiagazo hifak. A gombakopeny szine, struktiraja rendkiviil valtozékony
lehet. Az EM gyokérvégek habitusa alapjan vald rendszerezés gyakran nemzetség, néha faj
szintli meghatarozast is lehetévé tesz (Agerer, 2006).

Az 1990-es évek soran megjelentek olyan molekularis modszerek, melyek lehetévé tették
az EM gombak azonositasat, amely els6sorban a PCR (Polymerase Chain Reaction)
felfedezésének ¢s altalanos elterjedésének koszonheté. A PCR hasznalata soran a DNS
vizsgalataim soran a magi riboszomalis NrDNS egy szakasza, az ITS szekvencia régio. Az ITS
génszakasz haszndlata a mikologusok korében altalanosan elterjedt (White és mtsai 1990,
Gardes és Bruns, 1993; Kovacs és mtsai, 2008), mivel a genomban magas kdpiaszdmban
fordul eld, igy amplifikalasa nem iitkozik kiilonosebb nehézségekbe. Az ITS régid a gombak
hivatalos ,,genetikai vonalkddja” (barcode) (Schoch és mtsai, 2012).

A mintavételi teriiletiinkon 6sszesen 6t EM kolonizalt ndvényfaj él, melybdl négy dshonos,
ezek a kovetkezok: heveré naprézsa (Fumana procumbens), fehér nyar (Populus alba),
rozmaringlevell fiiz (Salix rosmarinifolia) és az ékes napvirag (Helianthemum ovatum). Az
otodik faj a tajidegen fekete fenyd (Pinus nigra). Az ékes napviragon kiviil (laborunk
vizsgalataibol a foltszerii elhelyezkedése miatt maradt ki) mindegyik novényrdl gytiijtottiink
EM gyokérvég mintat.

Egy teriilet EM gombakozdsségének a megismerése harom modszerrel lehetséges 1,
kozvetleniil a talajb6l mintavételezett mikorrhizalt gyokérvégekbdl 2, teriiletrdl gylijtott
termOtest adatok alapjan 3, talajmintakbol kivont DNS vizsgélatdval. Ez utobbinal a ,,next
generation  sequencing” (NGS) moddszerek rendkivill megkonnyitik a  talajok
gombakozosségeinek vizsgalatdit (M. Buee és mtsai, 2009; Metzker 2010). A fentebb
ismertetett harom modszer koziil azonban egyediil az ektomikorrhizalt gyokérvégek vizsgalati

eredményei kothetdk gazdandvényhez.



Munkam eredményei az Oshonos rozmaringlevelii fiiz ektomikorrhizalt gyokérvégeibol
szarmaznak. Ezeket az adatokat vetettem Ossze a munkatarsak altal vizsgalt fentebb emlitett
két dshonos és egy tdjidegen novény EM gyokérvég adataival. Ezen kiviil munkdm soran
felhasznaltam a munkatéarsak altal nyert masik két modszer adatait is, az NGS ¢€s termotest

adatokat.



3. Célkitiuzések

Jelen dolgozat témaja a Kiskunsagban éshonos rozmaringlevel fiiz (Salix rosmarinifolia)
EM képz6 gombainak vizsgalata a Fiilophaza melletti félszaraz homokpusztagyepen.

A dolgozatban alabb bemutatott munka a kutatocsoportunk altal végzett EM kutatas egy
szegmense. Célunk a Fiilophaza melletti félszaraz homokpusztagyepen 6shonos (Salix
rosmarinifolia, Populus alba, Fumana procumbens) és tajidegen (Pinus nigra) névények EM
képzd gombdinak azonositdsa és Osszehasonlitdsa. Ezen kiviil megismerni azon EM képz6
gombakat, amelyek mind az dshonos, mind a t4jidegen ndvényeken eldfordulnak, vagyis a
generalista EM gombakat. Tovabbi célunk a specialista (csak egy novényfajrol elokeriilt) EM
képz6 gombak azonositasa is.

Ennek megismerése érdekében jelen dolgozatban a Salix rosmarinifolia EM képz6 gombait

azonositom €s hasonlitom Ossze a teriileten vizsgalt masik harom novényfaj EM gombaival.



4. Anyag és modszer

Mintavételi teriiletiink a Fiilophaza melletti félszaraz homokpusztagyep volt. A Salix EM
gyokérvégeket két mintavételi foltbol gyijtottem 2010 és 2011 janius, jalius és augusztus
honapjaiban 1 1/8" X 12" Plated Soil Recovery Probe with Handle talajmintavevé eszkoz
segitségével (www.ams-samplers.com). A két mintavételi teriilet egymastol 960 m tavolsagra
helyezkedik el (Salix1-es teriilet GPS koordinataja: N 46° 52.346°; E 19° 24.669’ Salix2-es
teriilet GPS koordinataja: N 46° 51.942° ; E 19° 25.1411”). Az 6kologiai értelemben relevans
Mmintavételezés a furatonkénti meghatarozott szamu, random kivalasztott EM gyokérvég
vizsgalata lett volna, azonban a vizsgalt novények gyokérzetének jellemzdi ezt nem tették
lehetévé, igy a mintavételezést morfotipizalassal végeztem el. Az egyes EM gomba taxonok
azonban morfoldgiailag ritkdn kiilonithetdk el jol egymastol, igy a szekvencia (gyokérvég)
diverzitds nem feltétleniil feleltethetd meg a taxon diverzitasnak, ennek kikiiszobolésére
alkalmaztam t6bb diverzitas szamitasi modot (1asd lejjebb).

A talajmintdkat a laboratoriumban szitdval furatonként kiilon-kiilon atmostam, majd
sztereomikroszkop alatt morfologiajuk szerint csoportositottam a gyokérvégeket. A
kiilonb6zé morfotipusokbol egy-egy gyokérvéget 1,5 ml-es Eppendorf-csébe raktam a DNS
kivoné Kit 1-es pufferébe (FG1 puffer, lasd lejjebb). A késébbi morfologiai vizsgalatokhoz
FEA (formaldehid:ecetsav:etil-alkohol 1:1:18) oldatba raktam el néhany egészséges
morfotipust. Az FG1-es pufferbe elrakott morfotipusokbol DNS kivonast végeztem E.Z.N.A.
Fungal DNA Kit-tel (Omega Bio-Tek) a gyartd utasitasait kovetve. A kivont DNS-nek a
segitségével (White és mtsai 1990, Gardes és Bruns, 1993; Kovacs és mtsai, 2008). A PCR
reakcid soran a denaturdcios homérseklet 94 °C volt eldszor 5 percig, majd a kovetkezd 35
ciklusban 30 sec-ig, az kapcsolasi hoémérséklet 52 °C volt 30 sec-ig, majd az
lanchosszabbitasi hdmérséklet 72 °C-on tortént 90 sec-ig ciklusonként. A termindcios 1€épés
72 °C-on 10 percig tartott. Ezutan 2%-os agardéz gélen detektdltam a mintakat. A
gélelektroforetikus vizsgalat soran el6fordult, hogy tobb amplikon volt lathatd, ezeket a
késObbiekben kevert mintdnak fogom nevezni. Feltételezésiink szerint a kevert mintdk
jelentds hanyadat kettds vagy tobbszords gomba kolonizéacid okozta, gyakran egy gyokérvéget

egy Ascomycota és egy Basidiomycota t6rzsbdl szarmazd gomba is kolonizalt. Ezért a kevert


http://www.ams-samplers.com/

mintak esetében egy Basidiomycota-ra specifikus primerparral (ITS1F-ITS4B) is végeztem
PCR-t, igy ndveltem a feldolgozhaté szekvencidk szamat. A kevert mintdkat egy
diagnosztikus PCR-el is vizsgaltam, ahol egy- a teriileten gyakran eléforduld- endofiton
gomba, a Cadophora jelenlétét igyekeztem igazolni (Cadophora diagnosztikai primereket
Knapp G. Daniel tervezte). Ezt a diagnosztikus vizsgalatot azért végeztem el, mert korabbi
kutatasok (Knapp és mtsai, 2012) kimutattak, hogy ez a Cadophora csoport elterjedt a
teriileten.

A gélfotd alapjan detektalt tiszta mintakat szekvenaltattuk (LGC Genomics KBio Science,
Berlin). A nyers szekvenciakat a Staden programban (Bonfield és mtsai, 1995) ellendriztem.
A szekvencidk elsé elemzését a mothur programban (Schloss és mtsai, 2009) végeztem el,
ahol 5%-os kiiszobérték mellett csoportokat (clustereket) alkottam a szekvenciakbol. Ezeket a
csoportokat késObbiekben MOTU-nak (Molecular Operational Taxonomic Units) fogom
nevezni.

Ezutdn a mothur programban a kovetkezd elemzéseket végeztem el a mar meglévo
MOTU-k alapjan:

1, ,fa” (MOTU) telitési gorbék kiszamitasat a Salixl-es és Salix2-es mintavételi

terliletekre, ezzel ellendrizve a tovabbi vizsgdlathoz az elégséges mintszamot

2, szekvencian (gyokérvégen) alapuldé Shannon-diverzitds szamitast

3, szekvencian alapuld Chao diverzitas szamitast

4, a teriileten vizsgalt négy novény EM képzdé gombdinak atfedését reprezentdldé Venn-

diagrammot

A kapott MOTUk reprezentdns szekvencidinak Osszevetését nyilvanosan elérhetd
adatokkal BLAST-al (Basic Local Alignment Search Tool, szekvencia hasonlosagon alapuld
keresés)  végeztem el, a Unite (http://unite.utee/) és az NCBI Blast
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) adatbazisok hasznalataval.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Tobb féle diverzitdas szamolast alkalmaztam. FEl6szor a fentebb emlitett Mothur
programban szamoltam Shannon-diverzitast a két teriiletre kiilon-kiilon és egyiitt is aszerint,
hogy egy MOTU hany darab szekvenciaval van képviseltetve. Ugyanezen adatokra Chao-
diverzitast is szamoltam szintén a két Salix foltra kiilén és egybe is. Ezenkiviil a MOTU-k
furatonkénti eléfordulasat is Shannon-indexszel szamoltam manualisan a kovetkezd képlet

alapjan:
H'=-> piln(pi)

ahol H’= Shannon-index, pi= i-ik minta relativ gyakorisag értéke. A relativ gyakorisag értéket
az alapjan szamoltam, hogy az egyes MOTU hany darab furatbol keriilt el6. Ezzel a diverzitas
vizsgalattal a tényleges gyakorisagat lehet vizsgalni az egyes MOTU-knak (taxonoknak), mig
a szekvencia (gyokérvég) alapu vizsgalat soran a fajon beliili nagy foka morfologiai
variabilitds miatt a tényleges gyakorisagtol eltéré eredményeket kaphatunk.

segitségével  gy6zéddtem  meg. (online  elérhet6  Hutcheson-teszt  kalkulator:
http://www.graphpad.com)

A kevert mintakbol detektalt Cadophora adatokra relativ gyakorisagot szamoltam az
Osszes kevert mintara vonatkoztatva kiilon a két Salix teriiletre. Az adataimat
Osszehasonlitottam a munkatarsak altal feldolgozott NGS adatokkal is.

A Geopora EM képzd gomba nemzetség rendkiviill gyakorinak mutatkozott mindkét
terlileten. Ennek a nemzetségnek a kozelmultban tortént taxondmiai revizidja (Southworth és
mtsai, 2011, Perry és mtsai, 2007), igy lehetdség nyilt az elérhetdé szekvencia adatokat
Osszehasonlitani az altalam nyert Geopora adatokkal. Ezen adatok haszndlataval filogenetikai
fat készitettem erre a nemzetségre. ElO0szor a szekvencidkat az online elérheté Prank
(http://www.ebi.ac.uk) program segitségével illesztettem, majd a MEGAS.0 (Tamura és mtsai,
2011) programban készitettem el a filogenetikai fat ,,Minimum evolution” moddszerrel, a
tavolsagolat ,,Maximum composite likelihood” modellel szdmoltam, a bootstrap értéket 70%-
ra allitottam be.

A rozmaringlevell flizon kiviil a mar emlitett masik két dshonos és egy tajidegen ndvény

ektomikorrhizalt gyokérvégeinek szekvencia adataibol készitettem el a mothur program
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segitségével a Venn-diagrammot, amely a generalista és specialista EM képz6 gombakat

reprezentalja.
Az NGS technikaval nyert adatokat, a termétest adatokat, a Populus alba, Fumana

procumbens és Pinus nigra EM adatokat csoportunk tagjai és az egyiittmiikodé kutatok

bocsatottak a rendelkezésemre.
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5. Eredmények

A két teriiletr6l Osszesen 44 talajfuratot dolgoztam fel, a Salixl-es teriiletr6l 27-et, a
Salix2-es teriiletr6l 17-et. Ezekb6l a talajmintakbol Osszesen 406 db EM gyokérvéget
kiilonitettem el, a Salix1-es teriiletrél 251 db-ot, a Salix2-es teriiletrél 155 db-ot. A jellegzetes,
Salix-on gyakran eléforduld, egészséges EM gyokérvégekbol dsszesen 16 db-ot tettem el FEA
oldatba, amelyekbdl készitettem az 1. abran lathato sztereomikroszkdpos felvételeket, amely

jol illusztralja az EM gyokérvégek morfologiai kiilonbségeit.

1Tmm

Tmm

1. dbra: EM gydkérvégek jellegzetes morfotipusai. Az abrdkon a vonal= 1mm.
»A” kép=sall7_03, 34-es MOTU, Mallocybe agardhii var. arenaria
»B” kép=sal02_01, 13-as MOTU, Tomentella sp.
»C”kép=sal05_02, 18-as MOTU, Inocybe sp.
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Az ,,A” képen lathato Mallocybe agardhii var arenaria elég ritka volt a Salix mintavételi
teriileten, a feldolgozott EM mintakbol minddssze 4 db mutatkozott ennek a fajnak. A ,,B” és
,C” képen a két Salix folt leggyakoribb EM képz6 gomba nemzetségének, a Tomentella-nak
¢és az Inocybe-nek lathatjuk egy-egy reprezentans példanyat.

A DNS kivonas soran a Salix1-es teriilet mintaibol 240, mig a Salix2-es teriilet mintaibol
mind a 155 db-ot dolgoztam fel.

Az ITS1F-ITS4 primerparral torténd PCR reakcié sordn és a kevert mintaknak az ITS1F-
ITS4B primerpar hasznalata utdn 6sszesen 294 db felhasznalhatd ITS szekvenciat kaptam. A
késébbi diagrammok és diverzitas szamolasokhoz fontos leszogezni, hogy egy szekvencia egy
darab EM gyokérvégbol lett, vagyis 294 db gyokérvégbdl nyertem hasznalhatd szekvenciat.

Ezen szekvencidkbol a mothur programban 5%-os kiiszObérték mellett Osszesen 58
MOTU-t kaptam. A Salixl-es teriilet telitési gorbéje a 2. abran, a Salix2-es teriilet telitési

gorbéje a 3. abran lathato.

) __—
30 //./:'/
EZ —

oL

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
1 10 20 30 40 50 60 70 &0 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 217
EM

2. dbra: Salix1-es teriilet MOTU telitési (rarefaction) gorbéje az EM gyokérvégekbdl nyert mintaszam
fliggvényében. Piros vonal=telitési gorbe, Sdarga vonal= 5%-0s szignifikancia range alsé értéke, Kék
vonal=5 %-os szignifikancia range felsé értéke
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Szekvenciak szama
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3. dbra: Salix2-es teriilet MOTU telitési (rarefaction) gorbéje az EM gyokérvégekbdl nyert mintaszam
fiiggvényében. Piros vonal=telitési gorbe, Sarga vonal= 5%-0s szignifikancia range alsé értéke, Kék
vonal=5%-os szignifikancia range felsd értéke
A 4. 4bra azt mutatja meg csokkend sorrendben, hogy az egyes MOTU-k hany darab
szekvenciaval vannak reprezentdlva. Lathatd, hogy a 8-as MOTU sok szekvencidval van
képviseltetve. Ez a MOTU a Unite adatbazis alapjan az Inocybe dunensis-nek bizonyult.
45
40
35 -
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25 -
20 -

15 A

10 A

8§ 7 610131 2225153028 2 1418 51652 4 243927344917262933424447111219202123384051 3 9 3132353637414345464850535455565758

MOTU

4. abra: A MOTU-k szama csokkend sorrendben az EM minta reprezentaltsag alapjan

Az egyes MOTU-k gyakorisagat két féle modszerrel szdmitottam ki. Egyrészt aszerint,

hogy egy MOTU hany furatbol keriilt el6, masrészt aszerint, hogy egy MOTU hany darab

szekvenciaval (gyokérvéggel) van reprezentalva. Ennek a két féle gyakorisdg szamolas
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értékeknek az Osszefliggéseit lathatjuk szazalékban az 5. abran. Mindegyik pont egy-egy
MOTU-t reprezental, ugyanakkor az d4bran nem 58 pontot lathatunk, aminek oka, hogy a 2%
alatti értékek mindkét gyakorisag szempontjabol gyakoriak voltak, igy ott atfedésben vannak
a MOTU-k.

30,0

25,0

20,0

Furat alapu MOTU gyakorisag

15,0

10,0

5,0

0,0
0,000 2,000 4,000 6,000 8,000 10,000 12,000 14,000

EM gyokérvég alapu MOTU gyakorisag

5. abra: MOTU gyakorisag diagram. X tengely=MOTUgyakorisag az EM gyckérvégek alapjan, Y
tengely=MOTU gyakorisag talajfuratonként. Az értékek %-ban értendéek.

A Shannon-¢és Chao-diverzitas eredményeket az 1. tablazatban lathatjuk. A furat alapt
MOTU diverzitas esetében a relativ gyakorisdgot a fentebb leirtak alapjan ugy szamoltam,
hogy egy MOTU hany darab furatbdl keriilt el6. Ezek alapjan a két mintavételi teriilet kozotti
Shannon-szamitas nem megvalosithatd. Az EM gyokérvég alap diverzitids szamitasoknal
megfigyelhet6, hogy mind a Shannon-indexszel, mind a Chao-indexszel a Salix1-es teriilet

mutatkozott szignifikdnsan diverzebbnek.
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1. tdblazat: A Shannon- és Chao-diverzitdis eredmények

Diverzitas szamolasok

Salix 1 Salix 2 Szignifikancia két teriilet kozott Salix 0sszes
3;:2:3’;;”5:; IE)EM 3,25:0,14 3,06:0,19 p<0,0001 3,5240,12
Shannon-index nem nem nem értelmezhets 3,7240,015
(furat alapt) értelmezhetd  értelmezhet6 e
Chao-index (EM 52,75 32 p<0,0001 82,14

gyokérvég alapu)

A Salix1-es és Salix2-es mintavételi teriilet kozott volt MOTU eltérés, ugyanakkor szamos
EM gomba mindkét mintavételi teriileten el6fordult. Ezek a kdvetkezd taxonok voltak:
Helotiales sp. Geopora arenicola, Cortinarius sp., Inocybe mixtilis, Tomentella sp.,
Mallocybe terrigena, Hebeloma sp., Hebeloma ammophilum és Pezizales sp.. Ezekbdl a
taxonokbol a Geopora arenicola és Cortinarius sp. harom kiilonb6zé MOTU-val is jelen volt
mindkét mintavételi teriileten, ezen kiviil a Tomentella sp. szintén két MOTU-val volt
reprezentalva mindkét Salix teriileten.

Az egy furatbol eldkeriil6 MOTU-k szamanak atlaga=3,84-nek mutatkozott, melynek
szoras értéke 2,94 volt.

A Cadophora specifikus diagnosztikus PCR utan osszesen 56 db Cadophora DSE
gombaval kolonizalt EM mintat detektaltam. Ebb6l 50 db a Salix1-es teriileten, 6 db a Salix2-
es teriileten volt. A 2. tablazatban lathatd, hogy a Salixl-es teriilet Osszes kevert mintajara
vonatkoztatva a Cadophora eléfordulas 32,67%-nak adodott, mig a Salix2-es teriileten
ugyanerre az aranyra csak 16,21 %-ot kaptam. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a két
mintavételi teriilet kozott jelentds kiilonbség van a Cadophora DSE gomba eléfordulasat
tekintve.

2. tablazat: Cadophora nemzetség eldforduldsanak megosziasa a két Salix mintavételi teriilet kozott

Osszes kevert (db) Cadophora(db)

Salix 1 153 50 32,67%
Salix 2 37 6 16,21%
Salix osszes 190 56 29.47%
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Ennek az endofiton gombanak a foltszeri el6forduldsat az NGS adatok is
alatamasztottak.

A kevert mintak Cadophora specifikus primerrel és bazidiumos gombara specifikus
primerrel lettek amplifikidlva. Azoknal a mintdknal, amelyeknél mindkét primerpar pozitiv
jelet adott, meg lchetett allapitani, hogy a Cadophora mellett mely bazidiumos gombak
fordulnak elé. Osszesen hat ilyen mintat talaltam, mind a Salixl-es foltbol, a hat mintabol
harom Inocybe, két Mallocybe és egy Tomentella volt.

A Unite adatbazissal vald 6sszevetésben az 58 MOTU-bol 4 MOTU bizonyult Geopora
arenicola-nak. A négy MOTU-bdl harom mindkét mintavételi teriileten eléfordult. Ennek a 4
MOTU-nak a szekvencia adataibol és génbanki referencia adatokbol készitettem el a Geopora

nemzetség filogenetikai fajat (6. dbra).
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FIM 206456 G arenicola
@ bsaiz9 01 its4
AY 351625 uncEM
@ bsal39 03 its4
@ bsal39 06 its4
@ asal10 13 its4
FIM 206454 G arenicola
FIM 206452 G arenicola
FIM 206436 G arenicola
FIM 206455 G arenicola
| FM206461 G arenicola
FIM 206453 G arenicola
@ bsal3o 09 its4
FIM 206434 G arenicola
FIM 206439 G arenicola MOTO:2%
® bsal39 04 its4
FIM 206440 G arenicola
@ asal10 03 itsd cs
FIM 206435 G arenicola
FIM 206457 G arenicola
@ asalo9 14 its4
FIM206438 G arenicola
i FIM206437 G arenicola
@ bsal22 06 its4
FIM 206433 G arenicola
FIM206463 G arenicola
L FM206462 G arenicola
@ bsal39 02 its4
@ asal14 02 its4
@ bsal2501 its4 Geopora arenicola
FIM206448 G arenicola
FIM206445 G arenicola
@ bsal2510 its4 cs
FIM206446 G arenicola
FIM206447 G arenicola
U FM206444 G arenicola
—2 || Fm 206450 G arenicota MOTH I3
FIM 206449 G arenicola
FIM 206459 G arenicola
FIM206458 G arenicola
FIM 206443 G arenicola
FIM 206441 G arenicola
FIM 206442 G arenicola
FIM 206451 G arenicola
@ asal2005 its4
!0 @ asaws16is¢  [MOTU17
@ asal3002 its4
— FIM206460 G arenicola
@ asalo7 05 its4
@ asalo3 08 its4
27|} @ asal1603its4
@ bsal26 03 its4
® asalo3 03 its4 MOTU 6
&| @ asalo7 18 its4
@ asal16 07 its4
@ bsal23 04 its4
@ bsal26 01 its4
@ asal16 05 its4 B
HQ283096 G spJLF-2011
JF908024 G sumneriana
Ell = Geopora cooperi
FN 669202 G spB109

— 10, Geopora sepulta

-q Geopora nicaeensis
FM206428 GspHRS
AJ534699 uncEmM
DQ200831 G cfecervina
FM206422 G spHRS
FM206425 G spHRS
FIM206427 GspVH
FIM206423 GspHRS
FIM206421 GspRS
FIM206426 G spHRs
FIM206424 GspHRS
Geopora tenuis

B 55 Geoporacervina
JF908766 G clausa
1) EF484934Unc
9 FIM206476 Gsp
AJ410862 uncEM
30 AJ410865 uncEM
1m t FM208

Tarzetta

6. dbra: A Geopora nemzetség filogenetikai fdja. Piros teli kérrel jelolve a Salix EM mintdk. A tavolsdgokat
., Maximum Composite Likelihood” modellel, majd a fat ,, Minimum evolution” modszerrel szamitottam. A

szakasz 10 varhato kiilonbségére utal 100 karakteren.
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A filogenetikai fan jol elkiiloniil az altalam is kapott 4 MOTU, amely azonban mind a
Geopora arenicola fajhoz tartozik. Mas Geopora nemzetségbe tartozé faj nem kertilt el6 a
Salix rosmarinifolia-rol, ellentétben a munkatarsak altal vizsgalt masik harom névényfajjal,
ahol mas Geopora fajok is el6fordultak.

A Salix rosmarinifolia EM képz6 gombait 6sszehasonlitottam a teriileten vizsgalt masik
harom novény (Populus alba, Fumana procumbens és Pinus nigra) EM képz6 gombaival.
Ennek eredményei a 3. tdblazatban lathatéak. A rozmaringleveli flizon talalt 58§ MOTU
BLAST eredményeit vetem Ossze a teriileten vizsgalt masik harom novény BLAST
eredményeivel. Annak ellenére, hogy 58 MOTU-t kaptam, a 3. tablazatban csak 52 MOTU
lathat6. Ennek oka, hogy 7 db MOTU-t az adatbazisok alapjan ,,uncultered fungi” szinten
tudtam csak beazonositani, ezért az alabb bemutatott tablazatbol a kovetkezé MOTU-k

hidnyoznak: 27, 28, 31, 39, 45, 53, 54-es MOTU-k.
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3. tablazat: Fiilophdza melletti homokpusztagyepen vizsgalt harom dshonos és egy tajidegen novény EM gombdainak
osszehasonlitasa a Salix rosmarinifolia MOTU-i alapjdn

MOTU szam Blast eredmény Salix rosmarinifolia Populus alba Fumana procumbens Pinus nigra

1 Helotiales sp. MOTU1 X

2 Inocybe sp. MOTU1 X X X
3 Tomentella sp. MOTU1 X X
4 Pezizales sp. MOTU1 X X X
5 Tomentella sp. MOTU2 X X
6 Geopora arenicola MOTU1 X X
7 Cortninarius sp. MOTU1 X

8 Inocybe dunensis X X
9 Cortinarius sp. MOTU2 X

10 Inocybe mixtilis MOTU1 X

11 Cortinarius paracephalixus MOTU1 X

12 Inocybe sp. MOTU2 X X

13 Tomentella sp. MOTU3 X X
14 Mallocybe terrigena X

15 Hebeloma sp. X

16 Hebeloma ammophilum X

17 Geopora arenicola MOTU2 X

18 Inocybe sp. MOTU3 X

19 Inocybe sp. MOTU4 X

20 Inocybe sp. MOTUS X

21 Inocybe umbrinella X

22 Cortinarius sp. MOTU3 X

23 Inocybe sp. MOTUG X

24 Cortinarius sp. MOTU4 X

25 Geopora arenicola MOTU3 X

26 Pezizales sp. MOTU2 X X

29 Cortinarius paracephalixus MOTU2 X

30 Cortinarius sp. MOTUS X

32 Tomentella sp. MOTU4 X

33 Geopora arenicola MOTU4 X

34 Mallocybe agardhii var arenaria X X X
35 Tomentella sp. MOTUS X

36 Tomentella sp. MOTUG X

37 Tomentella sp. MOTU7 X

38 Hebeloma testaceum X

40 Helotiales sp. MOTU2 X

41 Cortinarius sp. MOTU6 X

42 Pezizales sp. MOTU3 X

43 Inocybe psammophila X

44 Tomentella sp. MOTUS8 X

46 Cortinarius paracephalixus MOTU3 X

47 Candida intermedia X

48 Pyrenochaeta cava X X X
49 Inocybe sp. MOTU7 X

50 Tomentella sp. MOTU9 X

51 Tomentella sp. MOTU10 X

52 Tuber sp. X X X
55 Tomentella sp. MOTU11 X

56 Pezizales sp. MOTU4 X X

57 Inocybe mixtilis MOTU2 X

58 Pleosporales sp. X
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A tablazatban lathat6, hogy szamos Salix rosmarinifolia-rol el6keriilt EM gomba nem
fordul eld a teriileten vizsgdlt masik harom ndvény EM gombai kozott. Ezek a kovetkezok
voltak: Inocybe mixtilis, Cortinarius paracephalixus, Mallocybe terrigena, Inocybe
umbrinella és a Hebeloma testaceum. Ezek koziil a Mallocybe terrigena nem kertilt el6 a
teriiletr6l sem az NGS, sem a termOtest adatokbol, csak a Salix EM gyokérvégrdl. A tablazat
alapjan a Geopora arenicola, Inocybe dunensis, Tomentella sp., mind a négy vizsgalt
novényen eléfordul. Megemlitendd, hogy a Geopora arenicola a masik harom vizsgalt
novényen csak egy-egy MOTU-val volt reprezentalva, viszont mas, a Salix-on nem ¢l
Geopora fajok gyakran el6fordultak a Fumana procumbens-en, Populus alba-n és Pinus

nigra-n.

Az Aaltalam azonositott 52 MOTU-bol 14 MOTU Ascomycota, ¢s 38 MOTU
Basidiomycota taxon volt. A Geopora arenicola kivételével (amely az Ascomycota torzsbe
tartozik) a gyakoribb fajok mind Basidiomycota-k (pl. Cortinarius spp., Inocybe spp.,

Tomentella spp.) voltak.

A négy novény EM képzé gombainak atfedését a 7. abran lathatdo Venn-diagram is
illusztralja. A négy novényrdl nyert szekvencidkat az illesztés utan a mothur programban
MOTU-kra bontottam kiilon-kiilon, amelyek alapjan elkészitettem a diagramot. Lathato, hogy
a legnagyobb atfedés a rozmaringlevelil fiiz és fehér nyar kozott taldlhato, ugyanakkor olyan
MOTU is eldéfordul, amely mind a négy ndvényen ¢€l, ezek a blast eredmények alapjan az
Inocybe dunensis és Tomentella sp. voltak. Mind a tablazat, mind a Venn-diagram alapjan tigy
tlinik, hogy a specialista EM fajok vannak tobbségben a rozmaringlevelli flizon. A Venn-
diagram és a tablazat kiilon elemzésben lett elkészitve, igy adodhatnak a MOTU-knak

szambeli eltéréseik.
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fumana
8

7. abra: Venn-diagram a Fiilophdza melletti homokpusztagyepen vizsgalt 6shonos Salix rosmarinifolia, Populus
alba, Fumana procumbens és tdjidegen Pinus nigra EM képzd gombdinak dtfedéseirdl. A szamok az adott
szegmensben lévé MOTU-k szamat reprezentaljak.

Az NGS adatokat a mar fentebb targyalt Cadophora nemzetségnél is hasznaltam, ezen
kiviil 0sszehasonlitottam a talajb6l DNS kivonas utan nyert szekvencia adatok BLAST
eredményeit a Salix EM képz6 gombainak BLAST eredményeivel. Ezen adatok elemzése
soran minddssze egy olyan taxont kaptam, amely csak EM gyokérvégbdl kertilt el6 a Salix
rosmarinifolia-rol, a talaj és termétest (Cenococcum geophilum nem képez termdtestet)
adatokban nem volt megtalalhatd, ez a taxon a Cenococcum geophilum volt. (az NGS elemzés
eltérd szekvendldsi technikdja miatt eltéré (&ltaldban pontosabb) BLAST eredményt
kaphatunk). Ezen kiviil megemlitendd, hogy a Hebeloma ammophilum volt az egyetlen taxon,
amely csak termétestrdl és EM gyokérvégbdl kertilt eld, talajmintabol nem.

A termétest adatok mind megtalalhatdak voltak EM, NGS vagy mindkettonek az
adatsorai kozott. Gyakori termOtestnek foként azok bizonyultak, amelyek mindkét masik
mintavételezési modszer soran is el6keriiltek, ilyenek pl. a Geopora és Inocybe nemzetség

képviseloi.
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6. Ertékelés

Tekintettel arra, hogy az azonos fajba tartozo EM gyokérvégek morfologiailag nagyon
kiilonbozbéek tudnak lenni (1asd. 1. 4bra), ezért gyakorisadg és diverzitds szdmolasok soran az
EM gyokérvégek (szekvencidk) mellett a talajfuratok szamat is mintavételi egységnek
tekintettem a relevans adatkezelés érdekében. Az, hogy egy talajfuratbol eldkeriilé6 MOTU
tobb szekvenciaval van reprezentalva, az kizar6lag a morfotipizalas hibajabol eredhet.

A telitési gorbével igazoltam, hogy a teriiletr6l elegendd mintat gyljtéttem az
értékeléshez. Mind a Salix1-es, mind a Salix2-es mintavételi teriiletnek a fajtelitési gorbéjét
megkaptam.

A 4. abra reprezentalja a kiilonboz6 MOTU-knak a morfologiai variabilitdsat. A 8-as
MOTU kimagaslé 39 szekvenciaval volt képviseltetve. Ennek oka, hogy ez a MOTU (amely
Inocybe dunensis-nek mutatkozott) morfologiailag rendkiviil valtozékony, igy a
morfotipizalds soran kiilonb6zé morfotipusnak tekintettem ugyanabba a MOTU-ba tartozé
egyedeket. Tehat a morfotipizalas hibajabol adéddan egy furatbol egy MOTU (jelen esetben a
8-as) tobbszor is eldkeriilt. Ugyanakkor az Inocybe dunensis-nek a furatonkénti relativ
gyakorisaga is magas volt, 22,7%.

Az 5. dbrén az egyes MOTU-knak a relativ gyakorisadgat lathatjuk aszerint, hogy hany
furatbol keriilt eld, illetve hany szekvenciaval van reprezentdlva. A diagramm eredményeinél
mar kifejtettem, hogy a 2% alatti értékek esetében a pontok atfednek, tehat ott tobb érték van
valojaban megjelenitve. A diagramon a két kiugro érték koziil az egyik a mar fentebb emlitett
Inocybe dunensis, amely a legtobb gyokérvéggel volt reprezentalva. A masik kiugro érték az
1-es MOTU-t mutatja, amely a legtobb furatbol keriilt el6, a 44 talajfuratbol 12-ben jelen volt.
Ez a MOTU a blast eredmények alapjan Helotiales sp.-nek mutatkozott.

Az 1. tablazatban lathatjuk a diverzitas eredményeket. Mind a Shannon-, mind a Chao-
index hasznalataval a Salixl-es teriilet lett diverzebb, amelynek oka lehet bizonyos EM
gombak foltszerii eléfordulasa

Mindossze két olyan EM-t talaltam, amely csak a Salix rosmarinifolia-rol keriilt el6 a
teriileten, viszont mindkét mintavételi foltban megtalalhatd volt. Ez a két faj az Inocybe
mixtilis és Mallocybe terrigena. Ugyanakkor el6fordult olyan faj, amely csak a Salix1-es
teriileten volt megtalalhatod, mégis a furat alapt relativ gyakorisag értéke magas volt, vagyis a
Salix1-es mintavételi teriileten tobb mintabol is eldkeriilt. Ilyen volt az Inocybe dunensis, a

mar fentebb emlitett 22,7%-os relativ gyakorisag értékkel. Ezen kiviil a Mallocybe agardhii
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var arenaria, a Hebeloma testaceum, Inocybe umbrinella és Cortinarius paracephalixus is
csak a Salix1-es tertiletrol keriilt el6.

Ezzel szemben néhany olyan MOTU-t is talaltam, amely csak a Salix2-es teriileten volt
megtalalhato. Ezek a kovetkezok voltak: Pyrenochaeta cava, Pleosporales sp. és a Tuber sp..

A Tuber taxon az Ascomycota torzson beliil a Pezizales rendbe tartozik. A teriileten mar
korabban is vizsgaltak, mind a Populus alba-n, mind a Pinus nigra-n talalhatd6 magyarorszagi
elé6fordulasat mar kordbban leirtak (Kovacs 2008, Kovacs és Jakucs, 2006), ugyanakkor a
Salix rosmarinifolia-n torténé el6fordulasait még nem detektaltadk a Fiilophaza melletti
homokpusztagyeprol.

A Cadophora endofiton gomba el6fordulasa foltszerinek mutatkozott (2. tablazat), ezt
az NGS adatok is igazoltak, ahol szintén a Salixl-es teriileten magasabb volt a Cadophora
eléfordulasa.

A szekvencia adatok alapjan a két Salix mintavételi teriilet Asomycota aranya 34,4%-nak
mutatkozott, mig a Basidiomycota aranya 65,6%-nak. Ezekhez az aranyokhoz képest a
Cadophora 56 db detektalt mintajaboél minddssze 6 db minta volt Basidiomycota-val egy
gyokérvégben. Ebbdl feltételezhets, hogy a Cadophora elsésorban Ascomycota EM képzd
gombaval ¢l egyiitt egy kolonizalt gydkérvében.

A Geopora nemzetség filogenetikai fajan lathat6, hogy az altalam mintavételezett
Geopora-k mind a Geopora arenicola fajba tartoznak, ugyanakkor négy, genetikailag jol
elkiiloniild csoportba, tehat ez a taxonomiailag egy fajnak tekintett gomba nagy genetikai
variabilitdssal rendelkezik.

A rozmaringlevelll fliz EM képz0 gombdainak Osszevetését lathatjuk a 3. tdblazatban a
masik harom vizsgalt n6vény EM adataival. Lathatjuk, hogy szdamos EM képzd gomba nem
fordul eld a masik harom vizsgalt ndvényen, csak a Salix rosmarinifolia-n. Ugyanakkor
generalista MOTU-kbol is volt néhany, amelyek nemcsak a harom dshonos névénnyel, hanem
a tajidegen fekete fenydvel is egyiitt ¢lnek, ezek a Geopora arenicola, Inocybe dunensis és
Tomentella sp.. Osszesen 12 olyan generalista MOTU-t talaltam, amely a tijidegen fekete
feny6n és az 8shonos rozmaringleveli flizon is el6fordult.

A négy vizsgalt novényfaj EM gombadinak atfedésére egy masik illusztracio lathato a 7.
abran. Ezen a Venn-diagramon megfigyelhetd, hogy szamos atfedés van a négy névény EM
gombai kozott. Lathato, hogy a Pinus nigra-nak 11 MOTU-ja atfed valamelyik vizsgalt
6shonos novény EM gombaival, ugyanakkor specialista EM gombak MOTU-i is lathatoak a
diagramon, amelyek kozott volt a Suillus sp. és Rhizopogon sp.. Mindkét EM gomba
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tajidegen, ¢és specifikusan feny6 ektomikorrhiza (Seress és Kovacs, 2010). Mind a
tablazatban, mind a Venn-diagramnal lathatjuk, hogy a legnagyobb atfedés a MOTU szamot
tekintve a Salix rosmarinifolia és Populus alba k6zott tapasztalhato. Ennek oka lehet, hogy
mindkét novény a Salicaceae csaladba tartozik, filogenetikailag kozel helyezkednek el
egymashoz (Hrynkiewicz és mtsai, 2012). Ezt az is igazolhatja, hogy a Salix és a Populus a
Fiilophaza melletti homokpusztagyepen eltéré mikrohabitatban élnek, hiszen a Salix a fentebb
emlitett modon a homokbuckak kozotti mélyedésekben €1, mig a Populus a homokbuckakon
fordul el6. Ennek koszonhetéen a Salix jobb vizellatottsagh helyen él, mint a Populus, EM
képz6é gombaik mégis jelentds mértékben atfednek.

Az NGS ¢és termdtest adatokat jelen munkamban csak a teriileten detektalt fajok
ellen6rzésre hasznaltam, tekintettel arra, hogy ezen munka folyaman sziikségszerii volt tudni
az EM gomba gazdandvényét és mint azt a bevezetésben kifejtettem, a harom moddszer koziil
egyediil az EM gyokérvégek mintavételezése kotheté a gazdanovényhez. Az NGS adatok
Osszehasonlitdsa soran minddssze egy faj volt, amely csak az EM gyokérvég adatokbol kertilt
el6, a Cenococcum geophilum. NGS adatainkban nem volt megtalalhato, termétestet pedig ez
a faj nem képez.

Ezen adatsorok jol mutatjadk, hogy egy teriilet EM képzd gombdinak a megismerését
nagyban eldsegiti, ha nemcsak termotest adatunk van, hanem EM gyokérvég és talajbol

kivont DNS adatunk is.
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7. Osszefoglalas

A két mintavételi teriilet kozott eltér6 MOTU diverzitast tapasztaltam, amelynek oka
lehet bizonyos EM képz6 gombék eléfordulasanak ritkasaga.

Ezen kivil a teriiletr6l az EM gyokérvég mintaimbol a Cadophora endofiton gombat is
kimutattam, amelynek gyakorisaga eltéré volt a két mintavételi teriilet k6zott.

Munkam soran a Salix rosmarinifolia-rol tobb mint 50 ektomikorrhiza képzé gombat
detektaltam, koztiik szamos a teriiletre nézve Uj taxont azonositottam (Tomentella spp., Tuber
sp.). A vizsgalt MOTU-k egy része csak a Salix-rol keriilt elé, ugyanakkor szép szammal
talaltam atfed6 MOTU-kat is a teriileten vizsgalt masik harom ndvény EM gombdival. A
tajidegen fekete fenyén és az 6shonos rozmaringlevell fiizon is eléforduld generalista EM
képzd gombak is nagy szammal voltak reprezentalva.

Ezek a detektalt generalista gombak eldsegithetik a tovabbi kutatdsi munkainkat.
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11. Szerzoi hozzajarulas

Munkam soran a kovetkez6 pontokban leirtakat egyediil végeztem el:
1, A Salix rosmarinifolia EM mintdinak teljes feldolgozasat a 12-44 mintavételi furatok
esettben a mintavételtdl a kész PCR termékek szekvenalasra -elkiildéséig. Az

elektroferogramok ellen6érzését, javitasat.

2, A dolgozatban talalhato diagramok, diverzitas szamolasok, tablazatok, filogenetikai fa,

Venn-diagram elkészitését, a Cadophora tesztek elvégzését (PCR) és értékelését.

3, A dolgozatban megjeldlt programokbol szamitott eredmények mindegyikét, amely jelen

munkaban szerepel.

4, Jelen OTDK dolgozat irasat.
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