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Bér Eszak-Amerika és Nyugat Eurépa nedvesebb mérsékeltovi és szubboredlis teriiletei
fenyves és lombos erdeinek mikorrhiza viszonyait reszletesen vizsgaltak (Brand 1991,
Kraigher és mts. 1995, Gardes és Bruns 1996, Dahlberg és mts. 1997, Pritsch és mts.
1997, Kranabetter és Wylie 1998, Comandini és mts. 1998, Taylor és Bruns 1999,
Koljalg és mts. 2000, Kernaghan 2001), a Magyarorszag teriletén el6forduld
ektomikorrhizakrdl a 90-es évek kozepéig egyaltalan nem volt adat. Az itt ismertetett
vizsgalatok alapjan a Karpat-medence kdzephegységeiben és az erdés sztyepp zonaba
tartozé magyar Alféld helyenként szemiarid zdnadiban é16 lomboserdok egeészen maés
ektomikorrhiza egyuttesekkel jellemezhetok, mint a nedvesebb teriiletek erdei. Ez nem
meglepd, hiszen az ektomikorrhizdknak alapvetd szerepe van az erdei fak
vizhaztartasaban. A szimbiozis legfébb elényet a novénypartnerek részére a gombak
vizfelvételt és foszforfelvételt segitd tevékenysege jelenti (Smith és Read 1997). Az
alfoldi nyarasok ektomikorrhizaegyitteseit bemutatd 6sszefoglald cikkinkben (Jakucs
2002) hangsulyozzuk, hogy a dominans ektomikorrhizékat itt foként olyan gombafajok
képezik, amelyeknek mikorrhizajat mashonnan eddig még nem irtak le. Ezek kdzott az
egyik leggyakoribb és legjellegzetesebb csoportot alkotjak a Thelephorales rend
(Basidiomycetes) un. thelephoroid ektomikorrhizai. Bar termétesteik viszonylag ritkan
lathatok, az erd6k rhizoszférajanak kozvetlen vizsgalatai azt mutatjadk, hogy a
thelephoroid  ektomikorrhizdk a mérsékelt ovi tilevela és lombos erdék
életkdzossegeinek leggyakoribb tagjai kozé tartoznak (Gardes és Bruns 1996, Dahlberg
és mts. 1997, Kaldorf és mts. 2004). Mig az Eszak-amerikai és eurdpai szubborelis,
atlantikus és kontinentalis fenyvesekben a rend nemzetsegei kozil elsésorban a
Thelephora fajok el6fordulasa gyakori a gyokereken (Erland és Taylor 1999, Kéljalg és
mts. 2000), sajat vizsgalataink szerint a mérsékelt 6vi lombos erdékben (pl. alfoldi
nyarasainkban, tolgyeseinkben és montan biikkéseinkben) a thelephoroid mikorrhizéakat
elsésorban a mintdkban jelentés szamban el6forduld, jellegzetes morfoldgia-anatomiai

bélyegeket viseld, sarga vagy barnas-fekete, un. tomentelloid ektomikorrhizak képviselik,
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amelyeket a rendbe tartoz6 Tomentella és annak néh&ny rokon nemzetsege alkot (Jakucs
2002, Jakucs és Csiha 2002-2004). A tovabbiakban ezért vizsgalatunk targyaira a fenti
elnevezést alkalmazzuk.

1. kép. Feketés-barna, tomentelloid ektomikorrhiza rhizomorfaval

Palyazatunk f6 célja az wvolt, hogy a Magyarorszagon gyakori lombos
erdétarsulasokban (alfoldi nyarasokban, tdlgyesekben, hegyvidéki bikkosokben)
kozvetlenil a talajbol torténé gyokérvizsgalat alapjdn mikroszkopos morfologiai €s
molekularis taxondmiai modszerekkel (PCR, DNS-szekvenciaanalizis) meghatarozzuk a
leggyakoribb tomentelloid ektomikorrhizakat és adatokat szerezziink azok gyakorisagara
vonatkozdan. Célunk volt tovabba olyan mesterséges ektomikorrhiza modellrendszer
létrehozésa is, amely alkalmas a szimbionta kapcsolat élettani, biokémiai folyamatainak
részletes tanulméanyozasara. Az aldbbiakban beszd&molunk a kutatds soran a fenti
témakorben végzett munkarol és az elért eredményekrol.



1. Mintavétel és gyiijteménykezelés

A munka eredményei k6zott nemcsak a palyazati idészak négy éve soran gyiijtott, hanem az
azt megel6z6 idészakban talalt magyarorszagi tomentelloid ektomikorrhizak feldolgozésa is
szerepel, mivel ez a palyazat szerves folytatasat képezi az el6zé ciklusban elnyert , Alfoldi
erdétarsulasaink dominans ektomikorrhizainak morfoldgiai jellemzése és meghatarozasa” c.
OTKA pélyazatunknak. Minthogy a régebbi terepi mintak feldolgozasa az el6z6 palyazatban
mas szempontok alapjan tortént és azokban a tomentelloidok csak mint ,barna-fekete
thelephoroid mikorrhizak” szerepeltek, a régi és az Uj gyiijtések egyesitett tomentelloid
ektomikorrhiza-anyaganak morfologiai és molekuléaris taxondémiai feldolgozasat a jelen

zarojelentésben egylttesen prezentaljuk.

Az ektomikorrhizds gyoOkereket tartalmazo talajmintakat random mintavételi
modszerrel vettik a talaj felsd, szerves anyagban gazdag rétegébo6l és Agerer (1991)
modszere szerint dolgoztuk fel. A talajminta vizzel tortént kimosasat kovetéen a
mikroszkopos morfoldgiai vizsgalatokhoz a mikorrhizalt gyokérvégeket FEA-oldatban, a
DNS-alapu vizsgalatokhoz CTAB-pufferben fixaltuk.

A szteromikroszkoppal szétvalogatott morfotipusokat torzsszdmmal lattuk el és a
publikdlt anyagok fixalt mintdit elhelyeztik a Magyar Termeészettudomanyi Muazeum
Novénytaranak (BP) gyiijteményében. Osszesen tobb mint 80 tomentelloid ektomikorrhiza
morfotipust gyajtottink be. A mikorrhizakkal egyidében a meghatarozast megkonnyité

termdotesteket nem talaltunk.

2. Gyiijtési helyszinek

1997 és 2005 kozott Magyarorszag teriletérél szamos helyszinen gyijtott, tobb
mint 55 talajmintat dolgoztunk fol. A mintavételi helyek kozil kiemeljik azt a
négyet, ahol rendszeres, tobb alkalommal tortént, vagy tobb éven keresztil tarto,
ismételt mintavételezések folytak. A helyszinek kozil harom az Alfold teriletén
talalhat6 nyaras és tolgyes erdétarsulas (Tompa, Kelebia, Puspokladany), egy pedig
a Biikk-hegységben 1évé montan bikkds allomany (Oserdé Rezervatum) volt. A
gytjtési adatokat mintavételi helyek és idépontok szerinti bontasban megjelent
cikkeinkben publikaltuk (Jakucs 2002, Jakucs és Csiha 2002-2004, Jakucs és
mts. 2005a, b).



3. Az ektomikorrhiza mintdk morfoldgiai-anatomiai feldolgozasa

Elvégeztik a morfotipusok sztereomikroszkopos morfotipizalasat, majd a szétvalogatott
morfotipusokbdl kopenypreparatumokat keszitettiink, amiket fénymikroszkop alatt, 100x
Nomarski DIC (differencial-interferenciakontraszt) objektivvel vizsgaltunk. Leirtuk és
mikroszkopi rajztikor segitségével lerajzoltuk az ektomikorrhizak jellegzetes anatomiai
képleteit és digitalis fotodokumentaciot keészitettiink. A mikorrhizas gyokeércsicsokbol
Historesin miigyantdba beagyazott félvekony metszeteket is keszitettiink, amelyeken 100x
PhC (faziskontraszt) objektivvel tanulmanyoztuk a gyokér anatomiai jellegzetességeit és a
Hartig-halot . A leirdsokban Agerer (1991) altalanosan elfogadott mddszertani protokolljat
kovettik.

A magyarorszagi lombos erdékben (Populus, Quercus, Fagus) végzett ektomikorrhiza
mintagyajtésiink soran 6sszesen 9, eddig ismeretlen tomentelloid ektomikorrhizat irtunk le és
jellemeztiink morfoldgiai-anatomiai modszerekkel. Ezek kézll négynek a részletes leirasat,
valamint mikroszkdpi rajz- és fotodokumentacidjat mar korabban megjelentettiik (Jakucs és
mts. 1997, 1998, Jakucs és Agerer 1999, 2001, Jakucs 2002a, b, Kdljalg és mts. 2001), az
ujabban leirt morfotipusokat pedig a Mycorrhiza c. folydiratban megjelent két cikkiinkben
publikaltuk (Jakucs és mts. 2005a, b).

4. A molekularis taxondémiai vizsgalatok eredményei

A CTAB pufferben fixalt mikorrhiza mintakbol DNS-t nyertiink ki a Kovéacs és mts. (2001)
altal leirt modszer szerint, majd a gomba-specifikus ITS1-F és ITS4 primerekkel
amplifikaltuk és szekvenaltuk a magi riboszomalis RNS gen ITS régidjat. Az ektomikorrhizak
meghatarozasat ezen szekvenciak filogenetikai elemzésével GenBank-i adatokkal ¢sszevetve
Kiséreltik meg. Az elemzések sordn neighbor-joining, maximum parsimony és maximum
likelihood mddszereket alkalmaztunk (Felsenstein 1985, Saitou és Nei 1987, Posada és
Crandal 1998, , Swofford 2003). Ezeknek a vizsgalatoknak az eredményeit két cikkben
jelentettiink meg (Jakucs és mts. 2005a,b). Faji szinten sikertlt meghatarozni hat
tomentelloid ektomikorrhizat (Tomentella galzinii, T. subtestacea, T. sublilacina, T. pilosa, T.
ferruginea és T. stuposa) és tovabbi harom taxondmiai helyzetét is megkozelitéen tisztaztuk.
Ezeket az eredményeket a morfoldgiai és irodalmi adatok is alatamasztottak. A torzsfat az
ektomikorrhizak morfologiai-anatomiai leirasaval és képi dokumentécidjaval egyutt
publikaltuk (Jakucs és mts. 2005a, b).



5. Az abundancia becslése

Mivel vizsgalataink célja elsédlegesen a hazai ektomikorrhiza kbzdsségek tipikus tagjainak
megismereése, leirasa volt, nem végeztiink kvantitativ felmeréseket. Vizsgaltuk azonban a
talajmintdkon belil az egyes ektomikorrhiza morfotipusok relativ gyakorisdgat, amit a
Gardes és Bruns (1996) altal kdzolt szemikvantitativ modszerrel végeztiink el, kisebb
modositasokkal (Jakucs 2002). Ennek soran a talajmintdkban megbecsiltik az egyes
morfologiai tipusokhoz tartozé mikorrhiza végeknek az 6sszes mikorrhizalt gyokervéghez
viszonyitott aranyat. Hangsulyozzuk azonban, hogy az igy kapott eredményeket a
mikorrhizdk mozaikszeri térbeli elterjedése miatt nem vonatkoztathatjuk a vizsgéalt
terlletek egészére, csupan magara a talajmintara. Arrdl azonban ezek az adatok is
nyujtanak némi tampontot, hogy az adott ektomikorrhiza mennyire témeges vagy ritka a
tertleten, kuldndsen, ha tobb talajmintaban és tébb egymas utani mintavételi idépontban
hasonl6 gyakorisagi értékeket mutat.

Az alabbi négy abundancia-kategoriat allitottuk fel:

A — minor komponens: a mikorrhizalt gyokérveégek kevesebb, mint 10 %-at teszi Ki;

B — kisebbségi kodominéns: a mikorrhizalt gydkeérvégek 10-50 %-at teszi ki;

C — tébbségi kodominans: a mikorrhizalt gyokérvégek 50-90 %-at teszi Ki;
D — dominéans: a mikorrhizalt gyokérvégek tébb, mint 90 %-at teszi ki

Megallapitottuk, hogy a tomentelloid ektomikorrhizak minden vizsgalt erdétipusban,
valamennyi talajmintdban megtalalhatok voltak. Az abundancia sz&zalékos értékei tag
hatarok kozott (1-90%) valtoztak, de leggyakrabban a minor komponens és a kisebbségi
kodominans kategoridkba estek, kiveve a T. stuposa tolgyekkel alkotott mikorrhizait,
amelyek a tébbségi kodominans és dominans értékeket is elérték. A mintak tébbségeben
azonban a tomentelloidok &tlagosan az 0Osszes mikorrhizalt gyokérvég 5 és 20%-at
képviselték. Ezek az értékek magasabbak, mint amiket eddig az irodalombol nyitvatermo
gyokerekrél publikaltak (Koljalg és mts. 2000). Vizsgalataink alatamasztjdk azt a
feltevést, hogy a mersékelt 6vi lombos erdékben a tomentelloid mikorrhizadk aranya
magasabb a fenyvesekben megfigyelheténél és feltehetéen szerepik is fontosabb ezen
erdei oOkoszisztémak diverzitdsanak és egyensulyanak biztositasaban (Jakucs és mts.
2005b).
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6. Elettani vizsgalatok ektomikorrhizaképzé gombatdrzseken

A Budapest kornyékérsl és az Orségbdl gyijtott, termotestekbdl izolalt mikorrhizaképzé
gombatorzsek kozil a Paxillus involutus, a Leccinum duriusculum és a Thelephora terrestris
micélium-tenyészeteivel veégeztiink élettani vizsgalatokat. A mikorrhizalas szempontjabol
legfontosabbnak itélt paraméterek a novekedési erély foszfatszegeny taptalajon, valamint a
stressztiirés két fontos indikatora a malondialdehid (MDA) tartalom, és a szuperoxid
diszmutdz (SOD) aktivitas. Az alkalmazott tapoldat a ndvénynevelésben elterjedten hasznélt
Y4 Hoagland oldat, volt, melyben a teljes foszfat tartalmat 2,4 mM-ra csokkentettik, s a
tapoldatot 5 g/l glikozzal egészitettiik ki. A stresszhelyzetet az oxigen szint csokkentésével
szimulaltuk, ami kozel all a szilard kozegen végzendé mikorrhizalési kisérleteknél vérhatd
koralményekhez.

Az oxidativ stresszt indikalo SOD aktivitas a vizsgalt torzseknél eltéré mértéki volt. A
kontroll tenyeszethez (K) viszonyitva jelentésen megndvekedett a MnSOD aktivitas (1.) a
PAX2 és PAX3 tenyészetekben, mig a CuZnSOD (I1.) és a monomerSOD (l11.) aktivitas a
PAX3 és PAX4 tenyeszetekben a legjelentosebb. A sejten bellli (esettinkben intramicelialis)
oxidativ stressz mertékének megitélésében a CuZnSOD aktivités a legfébb indikator, mivel ez

a citoplazmaba kikertilt reaktiv oxigénformak mennyiségével aranyos.

6. Ektomikorrhiza tenyészetek létrehozasa

A mesterséges mikorrhizak létrehozésat laboratoriumi korilmények kozott, mikroszaporitott
facsemetéken nevelve a PAX1, Lec2 és a Tell jeli Thelephora terrestris izolatumokkal
valdsitottuk meg.

A mikroszaporitott Populus glauca és Populus alba névénykéket a kondicionalas utan
kezdtilk ndvényhazban nevelni Usztatott folyadékkultaraban (Y2 Hoagland oldat, melyben a
teljes foszfat tartalmat 2,4 mM-ra csokkentettiik, és a tapoldatot 5 g/l gliikdzzal egészitettiik
Ki).

A kezelést megel6zéen 1 hétig neveltiik a névényeket inert szilard kézegben (égetett
agyaggolyon), melyet a fenti tapoldattal igény szerint nedvesitettiink. Mivel a gombak a
folyadékfazisbol vesznek fel tdpanyagot, de a szilard fazisban ndvekszenek jobban, a
ndvénynevel6 edényeket azonos magassagig toltottik fel tapoldattal. Az inokulumot a szilard-
és folyadek fazis hataran helyeztik el a fiatal gyokerek kdzelében.

A tenyészedények egy részét folyadékkultirabdl szarmazo6 inokulummal oltottuk be,
ndvényenként 3 ponton a gyokérzet kilonbdzé részein. Hasonld elrendezésben vittiink fel

szilard kultarabol szarmazo agar kockéakat is a névények gyokerére.
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A kultdrakat 6-héten &t neveltik noévényhdzban 10/14 oras fotoperiodus, 100 pE
fényintenzitas mellett 25 C°-on, 70% relativ paratartalmu Iégtérben.

Ezt kovetéen minden varidnsbol 2-2  novény gyOkérzetet  atvizsgaltuk
fénymikroszkoppal a mikorrhizélds elérehaladasanak értekelésére. Ebben a szakaszban
kialakult mikorrhiza képenyt nem taldltunk, a megvizsgalt gyokér részletek felliletén gyakran
talaltunk eltéré vastagsagu hifakat, melyek ebben az 6sszehasonlitdsban megegyeztek a
kezelésre hasznalt torzsek hifaival. Egyes vizsgalt variansokban a gyokérfelszin erételjes
kolonizalasat figyeltik meg.

Az értékelést kovetéen a ndvényeket miianyag konténerbe helyeztik at, ahol a kdzeg
Futorral (mesz-taralmu adalék) kiegészitett viragfold/t6zeg keverek volt. Az atultetéssel egy
idében a kezelest folyékony — és szilard kozegrol szarmazd inokulummal megismeteltik. A
ndvényeket arnyékolt, nyitott satrakban szabadfoldon helyeztiik el, ahol napi 3 alkalommal
kaptak permetez6 dntdzést. Ebbol a 6x6 ndvénybol harom példany gyokérzetét vizsgaltuk at a
Killtetést kovets 3. heten. A novények gyokérzete egészséges volt, a gyokerek felszinén
helyenként hifakat azonositottunk, de az inokulumok szétterjedése meg részleges volt.
Kialakult mikorrhiza kdpenyt nem taldltunk. Mivel a micélium terjedése a kdzegben lassu, az
atvizsgalast kovetéen a kulturak rendszeres ontozését kezdtik el gliikoz tartalmu Hoagland
oldattal.

8. Konferenciarészvétel

A konferenciakon el6adott szbeli és poszter-prezentaciok adatait a publikaciokban soroljuk
fel. Munkacsoportunk a palyazat témakorében végzett munkardl a kovetkezé hazai és

nemzetkodzi konferencidkon szamolt be:

7th International Mycological Congress, Oslo, 11-17. 08. 2002

I1. Magyar Mikologiai Konferencia, Szeged, 2002 05. 29-31.

Magyar Mikroszkdpos Tarsasag Konferenciaja, Balatonalmadi 2003 05. 29-30.

VI. Magyar Okoldgus Kongresszus, Godélls, 2003 08. 27-29.

14th Internatnl. Congr. Hungarian Society for Microbiology, Balatonfired, Oct. 9-11, 2003
Magyar Mikrobioldgiai Tarsasag 2004 évi nagygytlése. Keszthely 2004 oktdber 7-9.

I11. Magyar Mikoldgiai Konferencia, Méatrahaza, 2005 méajus 26-27.

1st Central European Forum for Microbiology. Keszthely, October 26-28, 2005
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9. Az eredmeények hasznosulasa az egyetemi oktatasban

A kutatomunka eredményei a mikorrhiza téméban dolgozo hallgatok munkéja révén
kdzvetlenll az oktatasban is hasznosult. A kdvetkez6 hallgatoi munkak késziiltek el, illetve
vannak folyamatban:

Erés-Honti Zsolt: Okoldgiai szempontbdl jelentds gombacsoportok molekularis taxondmiai
vizsgalata (Biologus Tudomanyos Diakkori Konferencia, Pécs 2005, 1. dij)

Szakdolgozatok:
Erés-Honti Zsolt: Ektomikorrhizak morfoldgiai és molekuléris taxondmiai vizsgélata
Ganyec Szilvia: Tomentella ektomikorrhizdk morfoldgiai és anatémiai vizsgélata
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11. Koszonetnyilvanitas

Kodszonjik az OTKA Kuratériumnak, hogy munkankat tdmogatasban részesitette, amely
nélkidl nem érhettik volna el a fent ismertetett eredményeket es elismerésiinket fejezzik ki
valamennyi déntéshozdnak, bizottsagi tagnak és biradlonak a hazai alapkutatisok fejlesztésére

iranyuld eréfeszitéseikert.



