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Intenziv kutatdsok folynak vilagszerte annak érdekében, hogy a magasabb
rendd nvényekkel szimbibzisban 18 endomikorrhiza gombdkat /Endogonaceae,
Zygomycetes/ felhaszndljak a névénytermesztésben [JEFFRIES, 1987/.

Ezeknek a gombdknak a gombafonalail [hifdi/ részben a gyiikér felliletén
taldlhatdak. részben behatolnak a gazdantivény sejtjeibe, s ott jellegzetes
hélyagszeril kiszélesedéseket — Gn. vezikulumokat —, valamint villdsan elaga-
z6, fa alakid arbuszkulumokat - hifa gombolyagokat - alkotnak. A fenti mor-
folégiai jellemzdk alapjan a szakirodalomban vezikuléris—arbuszkularis mikorr-
hiza [VAM/ gombdknak is nevezik OGket. Az endomikorrhiza gombék a talajbol
felveszik és a gyBkérsejteknek atadjak a fontos tépanyagokat — elsCsorban a
foszfort és a nitrogént — s ezért cserébe a gazdandvény altal feldolgozott
tapanyagokbdl elsBsorban cukrokat, vitaminokat és més szerves anyagokat kap-—
nak /HARLEY és SMITH, 1983/.

Az endomikorrhiza gombik az egész Foldon elterjedtek, szinte minden
virédgos néivény gyOkerén megtaldlhatdak. A termesztett nowvények kdzil a szén-
toftldi nodvények [pl. gabonafélék stb./, z5ldségfélék, gylmdlcsfdk és a szh—
16 esetében jelentds szerepiik van. Ezek a gombdk téptalajokon nem tenyészt-
het8k. Elszaporitdsuk Ggy torténik, hogy a talajban taldlhatd spordikat
Jazigospdra, klamidospdra/ izolaljuk és a feliiletileg sterilizalt spéraval
/vagy egytipusd sporékkal/ beoltjuk a tenvésztésiikhbOz cserépbe lltetett nd-
vények fert@tlenitett talajat /[SCHENCK, 1982/.

Az endomikorrhiza gombakkal végzendd mindennemi vizsgalat és kisérlet
eldfeltétele ezeknek a gombdknak az izoldldsa és meghatirozdsa a vizsgélandd
ndvénykultira talajdban és gySkérszférajdban. Jelen munkdnk célja megtaldlni
az endomikorrhiza gombdk spdrainak izoldlasahoz lecmegfeleldbb médszert, va—
lanint meghatarozni a morfoldgiailag kiildnbozd spératipusokat - gomba nenm-
zetségeket. BEddig ilyen tipust vizsgdlatot tudomisunk szerint nem végeztek
hazankban.

Anyag ¢s modszer

A mintavetell hely talajdrak jellemzdsa

A talajmintavételre az MTA Talajtani &s Agrokémiai Kutatd Intézete Nagy-
horesski Kisérleti Telepén, eqy 1977 &szén bedllitott kukorica monokultura
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mitrégyazési kisérletben keriilt sor 1987-ben, a kukorica betakaritisat ki-
vetBen. A 10 éve semmiféle tragyazdsban nem részesiilt kontrollparcell&kon

3 laeétlésben, 20-20 pontminta felhasznaldsaval atlagmintdkat vettlink a ta-
laj felsS 0-25 cm-es szantott rétegdhdl. A talajmintdkat 30~40 ©C-on sziri-
tottuk, majd homogenizdltuk. A légszaraz, homogenizalt mintdk szolgaltak a
talajlakd endomikorrhiza gombék spbrainak izoldldsira, valamint rutin agro-
kémiai vizsgalatok céljara is.

A 16szin képz&dott mészlepedékes csernozjom talaj CaCO,-tartalma 5 %,
humusztartalma 3% volt. Laboratériumi vizsgalatok szerint a pH [KCl/ 7,4;
AL—P%OS— 80 prm; AL"KzO" 140 ppm; KCl-Mg- 120 ppm: EDTA-Mn- 150 prm; EDTA-
Zn- 2 ppm; EDTA-Cu-tartalom 3 ppm értéket mutatott. A hazankban elfogaiott
mbédszerek s hatarértékek szerint a vizsgalt talaj igen jé Mn—, kielégitd
Mg- és Cu-, kdzepes N- és K-, valamint gyenge P- és Zn-ellatottsagi. A kont-
rollparcellak &tlagtermése 5-7 t/ha szemtermés kiriil ingadozott az elmilt
évtizedben.

Endomikorrhisa gombaspdrdk inoldidsdnak mddszerer

Talajlemez. - 1 g nedves talajt tettiink kémestbe, majd 9 ml desztillalt
vizet adtunk a mintdkhoz. A lezart kémestveket erGsen rézogattuk 10 percig,
majd llepedni hagytuk 1 percig. A talajszuszpenzidbdl 1,0 ml-t pipettaval
10 cm atmérdid Petri-csészébe szlrtBpapir korongra parhuzamos sorokba felvit-—
tlnk. Egy almintat 50 db talajlerez képviselt. A talajlemezeken a sporakat
sztereomikroszkdp alatt kerestiik és bonctifvel izolaltuk.

Vedves szitdlds. - A talajmintdk nedves szitdlisit GERDEMAN &5 NICOLSON
11963/ médszere alapjan végeztiik. 10 g talajmintat turmix keverBben 250 ml
desztillalt vizzel 10 percig kevertettiink. A talajszuszpenzidt 1 percig iile-
Pedni hagytuk, majd szitalé-razégépben t&1tdttik. A szitaldé-razdgép eqy ta-
lajszita-sorozatbél, eqy razdgépbSl, valamint a szitasort lezérd vizporlasz-—
téfejet tartalmazé feddrészhtSl és a szitascrozat aljn egy mosévizgy(ljtd és
elvezetS edényben &llt. A szitasor pérusatmérdie a kovetkezd volt: 1,0 mm;
250 pm; 125 um és 40 um. A szitdkon fennmaradt mosadékot [iledéket/ desztil-
1alt vizzel livegdugds lombikokba mostuk, 10 perciy rézogattuk, 1 percig lile-
pedni hagytuk, majd a spérikat szirGmembrénon gy{jtéttiik /MITINER, 1987/.

A membrancken fennmaradt anyagot szterecmikroszkop alatt vizsgaltuk, a spd—
rakat vékony bonctifvel izolaltuk. Az izoldlt sporakat livegfioldkban desztil-
1lalt vizben 4 OC-on tartottuk a tovabbi feldolgozasiqg.

Cukorgrddiens centrifugdlds. -~ A talaj szuszpenzidk készitése és a ned-
ves szitalés megegyezik az el&zekben leirtakkal. A szitdkon fennmaradt iile-
déket tovabb tisztitottuk JENKINS /1964/ &s OHMS /1957 mddszerének figye-
lembe vételével, ElBszbr a spdrakat elvalasztottuk a nedvesebb talajrészecs-
kéktBl, &s térmelék szemoséktBl, amikor is a desztillélt vizben szuszpenddlt
szitaliledékeket 3 percig centrifugaltuk 3000 fordulaton. A centrifugdlas
utén a felliliszéban 16v8 spérdkat megtisztitottuk a kénnyl alakos részecskék-
t8l. 10,0 ml 50 %-os szahardz—oldatot t51tSttiink 50,0 ml-es centrifugacst—
be, majd erre Gvatosan 15,0 ml 25 $-os szahardz-oldatot rétegeztiink és erre
10,0 ml desztillalt vizet tSltdttiink. Az igy elkészitett cukorgradiens osz-
lopra a spérkat tartalmazd feliiliszébdl Gvatosan 15,0 ml-t rétegeztlink. A
grédienst 5 percig centrifugaltuk 3000 fordulaton. A spérdk a 25 %-o0s szaha—
réz-oldatban gyiiltek Bssze, amicr az alakos részecskék letilepedtek a centri-
fugacsd aljara. A spérdkat tartalmazd cukoroldatréteget fecskenddvel kiszi-
vattuk és 40 um pérusatmérdil szitdn mostuk, majd szirdssel tsszegyljtottik
és feldolgoztuk.

Mikroszkdpi vissgdlati midszerek, - a sztereomikroszképi vizsgélatok
sorén elkildnitett spératipusokbol mikroszképi preparatumckat készitettimk.

430



A spbrakat lektofenolba Agyaztuk &s Jénaval mikroszképpal klilénbdzd nagyi-
tascknal vizsgaltuk és lefényképeztilk. Az endomikorrhiza gomba nemzetségek
meghatarozasat a spbérik morfolégiai bélyegei alapjan HALL [1984/ Gtmutaté-
sai szerint végeztiik.

A kisérleri eredmények

Az egyes midszerekkel kapott spéraszamck adatai az 1. tébldzatban lat-—
hatdak. A kiprdbalt endomikorrhiza gombaspdra izolalasi mddszerek kozil a
talajlemezek hasznalataval tobb spdrat izolaltunk, mint a tobbi modszer ese-
tében /1. téblazat/. A talajlemez mAdszer azonban nagyon munka- és idGigé-
nyes és csak olyan mintak feldolgozasanal célszerl haszndlni, ahol a talaj-
ban feltételezhet®en magas a spbraszam.

1. tdbldszat
Endomikorrhiza gambaspérdk /40 um/ széma kilénbtzd izoldlasi
médszereknél kukorica monokultlra talajéban

/1] 12/
Izclalasi Spora/gram nedves talaj
midszer /10 alminta atlagaban/
a/ Talajlemez 85.% 12
b/ Nedves szitdlds 62 + 10
¢/ Cukorgradiens centrifugdlas 38 + 18

A nedves szitdlas midszerét akkor célszerl alkalmazni, ha minél keve-
sebb spéraveszteséggel akarjuk meghatdrczni egy adott talajminta spératar-—
talmat, illetve minél tBbb spératipust szeretnénk izolélni. Vizsgalataink
soran a legtibb spérat akkor kaptuk, amikor a talajszuszpenzid készitésénél
az liledéket legaldbb még kétszer felszuszpenddltuk, turmixoltuk és az egye-
sitett fellildszdkat Sntdttiik a szitadld-rdzégéphe. A szitdkon [250 um, 125

pm, 40 um porusdtmért/ fenmmeradt Uledékek vizsgdlata soran kiderilt, hogy
a 250 um pérusatmérsid szitdn csupén a spordk 0,5-11 %$-a maradt fent. Véle-
ménylink szerint ez a szitatipus elhagyhatd a tovabbiakban.

A cukorgradiens centrifugélasos médszer kisebb hatékonysaga /1. tabla-
zat/ valdsziniileg a spdrak kilénkdzd lilepedési tulajdensigaival magyardzha-
td, vagyis egyes spdradk az Uvegfalhoz tapadnak, masck Gsznak, vagy lelileped-
nek. Ezt a médszert akkor célszeril haszndlni, ha er@sen tisztitott spora-—
anyagra van szikséglink, igy példdul az egyes spdratipusock mesterséges fel-
szaporitasahoz.

A kukorica aléli talajbdl izolélt spdrédk mikroszképi feldolgozasa so-—
ran szamos, morfolégiailag eltérd spératipust mutattunk ki. A nedves szité-
lascs médszer, illetve annak kombinfcidja a cukorgradiens centrifugalasos
médszerrel legaldbb tiz spératipus izoldlasat tette lehetdvé. A spératipu-
sok meghatdrozésat jelenleg is végezzilk. A kiilonbiz® nemzetségekbe tartozd
sporatipusok morfolégiai bélyegek alapjan tOrténd meghatérozdsa - fajok
kirmtatasa - folyamatban van. Az eddigi vizsgdlatok alapjan a kdvetkezd
nemzetségek képvisel@it tudtuk azonositani: Acaulospora, Gigaspora, Glomus.
A nemzetségek elkiildnitése egymistdl viszonylag nem nehéz [HALL, 1984;




SCHENCK, 1982/, azonban az egyes nemzetsigeken beliil a fajok meghatarozéasa
csak nagyszami Osszehasonlitd anyag, tipus anyag és kitartd munka eredménye—
ként remélhatd. Széz - taldlomra gyifjtétt - spéra morfolégiai meghatarozésa
SOrén az eayes nemzetségek szémszert) megoszlasat a 2. téblazat tartalmazza.

2. tdbldnat
Endomikorrhiza gombaspéra nemzetségek szerinti
megoszlasa kukorica monokultura talajdban

11/ /2]
Spératipus T
/nemzetség/ 100 spérabél
Araulospora 18
Gigaspora 26
Glomus 56

Az egyes nemzetségek képviselBit mikroszképi fényképen mutatjuk be fel-
hiva a figyelmet az esetlegesen lathatd nemzetségre jellemzd morfoldgiai
bélyegekre. Bz 1. &bran egy Acaulospora nemzetségbe tartozd endomikorrhiza
gomba azigospdraja lathatd. A Gigaspora nemzetséy jellegzetes hifakapcsolé-
désa alapjan kiilonithetd el mas endomikorrhiza gomba nemzetségektGl [2. és
3. dbra/. A 3. &brén j6l lathatd az aziqospdrahoz kapcsolédd hélyagszer(d
végz&dési hifacsics, amely egy ponton izeslil a spérafalhoz. A Glomus nemzet-—
ségbe tartozd szémos spératipust taldltunk /4., 5., 6., 7. és 8. @bra/. A

1. dbra
Acaulospora azigospérdja hifacsatlakozéssal



2. dbra
Gigaspora nagy, kerek azigospérdja hifacsatlakozdssal
Lilgaspora nagy

3. dbra
A Gigaspora nemzetségre jellemzd hifavég és annak kapcosoldédisa
az azigospéra faldhoz



4. dbra
Egy tipikus vastagfald, kerek, fekete szind Glomus klamidospéra

5. cdbra
Kerek, vilagos barna szinll Glomus klamidospéra hifacsatlakozéssal
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6. dbra
Elagazd hifavégein a Glomus nemzetségbe tartozé klamidospérakkal

7. dbra
Sttétbarna szind, nyomott tojas alaki Glomus klamidospéra
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8. dbra
vékonyfald, kocka alaki, harma szin Glomus klamidospéra

9. dbra
Glomus klamidospéra vastag faldnak a felépitése
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Glomus klamidospéra vastag faldnak lemezes szerkezete

Glomis nemzetségbe tartozd spérak klamidospérdk, amelyek sejtfala t8bb ré-
teghtl &l1 /9. és 10. &bra/. A klamidospérdk rétegeinek vizsgilata igen fon-
tos a fajok elkiilénftése szempontjabdl.

Osszefoglalas

Magyarorszégon az endomikorrhiza gombék /Endogonaceae/, bioldgidjanak
kutatasa - azon tévoli cél érdekében, hogy segits@gikkel kedvezobbé tegylik
eqyes nivények termesztését - napjainkig elhanyagolt teriiletnek tekinthetd.
Ezeknek a gombdknak a vizsgilata elsSsorban azért nehéz, mert mesterséges
taptalajokon nem tenyészthettk, csak talajbdl izoldlt spéraik [azigospéra,
klamidospéra/ felszaporitésival - gazdantvény jelenlétében - tudunk "tiszta
vonalakat" izolalni. A tiszta vonalak fenntartasa sem kénnyii a fenti okok
miatt. A vizsgilatukat akaddlyozd mdsik tényezd az, hogy a kilénb5z5 endo-
mikorrhiza nemzetségbe tartozd izolétumok fajszintd morfolégiai meghatiroza-
sa igen nehéz.

Harcmféle spéra izoldldsi médszert /talailemez, nedves szitdlas, cukor—
gradiens centrifugdlds/ préb&ltunk ki. Vizsgalataink alapian megallapitottu’s,
hogy a kukorica aléli talajmintdk spératartalminak a meghatarozésara és a
legtébb spératipus izolaldséra a nedves szitalds a legalkalmasabb mddszer.

A nedves szitaldssal izoldlt spératipusok kézlil - morfolégiai bélyegek alap-
jan - az Acaulospora, a Gigaspora &s a Glomus nemzetséqg képviseldit tudtuk
azonosftani a vizsgdlathoz haszndlt kukorica monokultfira talajabél.

Munkank az Orszagos Miszaki Fejlesztési Bizottsag felkérésére és tamo-
gatasaval folyé endomikorrhiza kutatdsi program keretében késziilt.
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Isclation of Endomycorrhizal Fungi From Beneath Maize
Grown on Chernozem

A. SZECSI, I. KADAR and M. SZANTO

Plant Protection Institute of the Hungarian Academy of Sciences, Research
Tnstitute for Soil Science and Agricultural Chemistry of the Hungarian
Academy of Sciences, and Forestry Research Institute, Budapest

Summary

Endomycorrhizal fungi were isolated from chernozem soil samples with
mycelia of lime, formed on loess, taken from a maize ionoculture. In control
rlots left unfertilized for ten years, average samples [prepared from 20
point samples each/ were taken from the upper 0-25 cm ploughed layer in 3
replications. The soil samples were dried at 30-40 ©C and then homogenized.
The air-dry, homogenized samples served for the isolation of the spores of
soil-borme endomycorrhizal fungi.

Three types of spore isolation methods, namely soil plate, wet sieving
and decanting /GERDEMANN and NICOLSON, 1963/ and density gradient centri-
fugation /JENKINS, 1964; CHMS, 1957/ were tested. More spores were isolated
using soil plates than with the other methods /Table 1/, bat this method is
extremely laboricus and time-consuming, so it is only worth using when pro-
cessing samples are expected to contain a large number of spores.

On the basis of the examinations it was found that wet sieving and de-
canting /GERDEMANN and NICOLSCN, 1963/ was the most suitable for the deter-
mination of the spore content of soil samples taken from beneath maize and
to isolate the largest number of spore types. Among the spore types iso-
lated by wet sieving and decanting, representatives of the Acaulospora [Fig.
1/, Gigaspora /Figs. 2 and 3/ and Glomus /Figs. 4-10/ genera could be iden-
tified on the basis of spore morphological characteristics [HALL, 1984/. In
the course of the morphological determination of a hmmndred randomly col-
lected spores, the various genera had the numerical distribution illus-
trated in Table 2.

Work is now in progress on the determination of the spore types belong-
ing to varicus genera on the basis of morphological features, i.e. on the
identification of gpecies.

Table 1. Number of endomycorrhizal fungus spores /40 pm/ in the soil
of a maize monoculture using various isolation methods. [1/ Isolation me-
thod. a/ Soil plate; b/ Wet sieving and decanting; ¢/ Density gradient cen-—
trifugation. /2/ Spores per gram wet soil javeraged over 10 sub-samples/.

Table 2. Distribution of endomycorrhizal fungus spores according to
genera in the soil of a maize monoculture. /1/ Spore type fgenus/. /2/ From
100 spores.

Fig. 1. hzygospore of Acaulospora with hyphal attachment.

Fig. 2. large, round azygospore of Gigaspora with bulbous suspensor
and subtending hypha.
Fig. . Bulbous suspensor and subtending hypha characteristic of the

Gigaspora genus.
F?E(.r. 4. A typical thick-walled, round, black Glams chlamydospore.
I"2g. &. Round, light brown Glomis chlamydospore with a hyphal attach-
ment.

Fig. €. Branching hypha with chlamydospore belonging to the Glomus
gerus.
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7. Dark brown, flattened egg-shaped Glams chlamydospore.

Fig.

Fig. 3. Thin-walled, cubic, brown Glomus chlamydospore.

Fig. 2. Constructicn of the thick wall of a Clomus chlamydogpore.
Fig. 10. Wall layers of a Glorus chlamydospore.
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