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1. Bevezetés

A szarazfoldi edényes novények legnagyobb része valamilyen gombaval él
gyokérszimbidzisban, ezt a mutualista egyiittélést mikorrhizdnak nevezziik. Magat a
mikorrhiza elnevezést Frank 1885-ben irta le elszér, német erddkkel kapcsolatos
munkajaban. A mikorrhizdk fobb tipusai az arbuszkularis, ekto- és ektendomikorrhizak,
tovabba elkiilonitették a gazdanévények csalddjai alapjan az arbutoid-, erikoid- és orchid-
mikorrhizakat (1. tablazat). Az egyes tipusokra jellemzd, hogy milyen gomba taxon és

novénycsoport képzi dket (1. tablazat).

1. tablazat: A fontosabb mikorrhiza tipusok jellemz6i. A struktirdra vonatkozé jellegek kifejlett allapotra
vonatkoznak. Harley (1991) utan, kisebb médositasokkal.

Mikorrhiza tipusa
Arbuszkularis Ekto Ektendo Arbutoid Monotropoid Erikoid Orchid

Gomba szeptalt - + + + + + +
Szeptalatlan + ) - - - _ -
Hifék a sejtekben + - + + + + +
Gomba képeny - + + vagy - + + - _
Hartig—halo jelenléte - + + + + - -
Hifahurkok a sejtekben + - + + - + +
Hausztérium dichotémikus + - - - - - -
Nem dichotémikus - - - - + - + vagy —
Vezikulumok jelenléte + (vagy ~) - - - - _ _
Klorofill nélkili gazda —(vagy +) - - —(vagy +) + - +
Basidio Basidio . - - Asco .
Gomba taxon Zygo Asco Asco Basidio Basidio (Basidio) Basidio
Zygo?
Bryo
Gazda taxon gt;:::‘g c.t;\)::;::;) (;’\): 2:‘: Ericales  Monotropaceae  Ericales  Orchidaceae
Angio

A mikorrhiza terminus definicidja nem egységes, két 6 irdnyvonala a funkcionalis
alapon jellemzd, és a strukturdlis alapon behatirolé iskola. Mindkettd nézetnek
megvannak a korlatjai, a funkcionalista elképzelések legnagyobb probléméaja, hogy a
kordbban egyértelmlien mutualistanak tételezett szimbidzis inkabb tlinik a parazitizmus-
mutualizmus kontinuum mentén elhelyezkedni, melyen a helyzetét a kapcsolatnak nem
kizar6lag a fajok vagy torzsek hatarozzdk meg, hanem példaul a kériilmények, melyben a
kolcsonhatas létrejon. Tovabbi nehézséget okoz a funkcid feldli megkdzelitésnél, hogy az
obligat biotrof taxonokon kiviill nehezen tisztizhaté a kapcsolatban részvevd felek

fitnessére gyakorolt pozitiv hatas, melyet altalaban csak a novények esetében vizsgalnak,



doénto tobbségében csak indirekt modszerekkel. Munkdamban ezért strukturélis értelemben
beszélek mikorrhizékrol, olyan esetben, ahol a struktira megkérdéjelezi az egyértelmii
mikorrhizas kapcsolatot (lasd homoki szarvasgomba in vitro kisérletek), a fajra iranyulo
korabbi munkéinkban is keriilom a mikorrhiza szét.

A kiilénb6z6 mikorrhizakat kiilonb6z6 aspektusokbdl és kiilénb6z6 szervezddési
szinteken vizsgalhatjuk. A f6bb irdnyok a leird, taxondmiai, az élettani és a gén-
expresszios kutatasi teriiletek, és kiilon lehet kezelni az alkalmazott mikorrhiza kutatasokat
is. Annak ellenére, hogy a magyarorszagi névény- és gombavilag erésen kutatott, nagyon
keveset tudunk a hazdnkban el6fordulé mikorrhizakrél. Doktori munkdm sordn arra
térekedtem, hogy alfoldi novénytarsuldasok mikorrhiza viszonyaira iranyuld vizsgalatokat
végezzek kiilonb6z0 moédszerekkel, els6sorban leird szandékkal, egyed €s egyed feletti
szervezOdési szinteken.

A dolgozat megirisa soran gondot jelentett az egyes angol szakkifejezések
magyarra tortén6 atiiltetése. Ennek legfébb oka, hogy a magyar szaknyelvbe ezeknek a
szakkifejezéseknek csak nagyon kis része épiilt be, remélem, ezek a szavak nem okoznak
félreértéseket. A megszokottdl eltérben dolgozatomban minden esetben kiirom a

nemzetség nevét, elkeriilendd az ugyanazon betiivel kezd6d6 génuszok dsszekeverését.

1.1. Irodalmi attekintés

A szarazfoldi edényes novények dontd tébbsége mikorrhizalt, és ennek a
mutualista kapcsolatnak a hatdsa mind a névények tapanyagfelvételére, mind a
novénytarsulasok szerkezetére, dltalanosan ismert és bizonyitott (Allen 1992, Smith és
Read 1997, Varma és Hock 1998). Ennek ellenére, sajnos sok novénytani kutatdsban maig
ignoraljak a mikorrhizdkat, err6l a jelenségrol irta taladléan Allen (1991), hogy “out of
sight, out of mind”.

Nagyon sok novényr6l vannak mikorrhizaltsagukra vonatkozo adatok, de annak a
tulajdonsagnak, hogy egy n6évény képez-e mikorrhizat, és ha igen, milyen tipusut, mind az
egyed, mind az egyed feletti szinteken megnyilvanulé magas variabilitisa miatt sok
informéciora lenne még sziikség, hogy alaposabban megismerjiik kiilonb6zd tipusainak

gyakorisagat (Harley és Harley 1987, Read és mtsai. 1992). Tébbek kozott ehhez



szolgéltathatnak adatokat a mikorrhizaltsagi statusvizsgalatok, melyeknek az egyik
legismertebb osszefoglalasa a brit fléra névényeire vonatkozik (Harley és Harley 1987), de
hasonléan nagy léptékli mikorrhizaltsagi adatsort kozoltek példaul indiai teriiletek
novényeirdl is (Muthukumar és Udaiyan 2000). A brit mikorrhizaltsagi adatokat a régid
novényeinek okologiai értékszamai kozé is beillesztették (Grime és mtsai. 1998).

A mikorrhizdk mellett fontos és gyakori gyokérkolonizalé gombak a ,sotét
szeptalt” formacsoport tagjai. Mind ezeknek a gyokérkapcsolatoknak a hatidsa, mind az
ezeket képz6 gombak rendszertani helyzete sokaig vitatott volt, de egyre inkébb ugy tlinik,
hogy ezek a kdlcsonhatasok is kozel allnak a mikorrhizédkhoz, és egyes — példaul alpesi —
teriileteken fontosabb szerephez jutnak, mint példaul az arbuszkularis mikorrhizak (lasd
Jumponen és Trappe 1998).

A mikorrhizak — kiilonosen az arbuszkularis mikorrhizak — jelenléte és jelentésége
a homokgyepekben és homokdiinés éléhelyeken altalanosan ismert, és novényeik
mikorrhizai alaposan tanulmanyozottak (példaul Mejstrik 1972, Read és mtsai. 1976,
Hopkins 1986, Miller 1987, Koske 1988, Blaschke 1991, Blaszkowski 1994, Dhillion és
mtsai. 1995, Pawlowska é€s mtsai. 1996, Cordici és Rincén 1997, Fontenla és mtsai. 2001),
és homoki noévényeket hasznéltak mikorrhizalasi kisérletekben is (Allen és Allen 1984,
Francis és Read 1995, Miller és mtsai. 1997, van der Herijden és mtsai. 1998a, van der
Herijden és mtsai. 1998b).

Az Alfold egyik legjellegzetesebb élohelye a homokbuckdk kiemelkedései és
besiillyedések altal képzett mozaikos taj, melyen a kontinentalis klima és szegényes
talajviszonyok miatt egy specidlis névénytarsulds, a nyilt homokgyep — némi félsivatagos
tulajdonsagokkal — alakult ki (Fekete és mtsai. 1995). Ezeknek az éléhelyeknek a
vegetacidja a régié egyik legjobban tanulmanyozott novényzete (lasd Fekete és
Téthmérész 1993, Kovacs-Lang 1993).

Az alapos botanikai feldolgozottsaggal ellentétben, az Alfold speciilis
élohelyeinek novényzete mikorrhizdk szempontjabol alig kutatott, és nagyon kevés
publikalt adat szarmazik példaul a homokgyepek tarsulasaibol. Hirom homokgyep néhany
novényfajat vizsgaltadk mikorrhizaltsagukra vonatkozéan (Paradi és mtsai. 1998, Bratek
2000). A kutatasok masik része a Fumana procumbens (Dun.) Gr. Godr. (Cistaceae)
térpecserje faj ektomikorrhizaival foglalkozik (Jakucs és mtsai. 1999, Magyar és mtsai.
1999). Ennek a csaladnak egy masik képvisel6je is €l alféldi homokteriileteken, az ékes



napvirdg (Helianthemum ovatum (Viv.) Dun.). A Helianthemum nemzetségrol régota
tudott, hogy ektomikorrhizakat is képez (Read és mtsai. 1977, Malloch és Thorn 1985,
Harley és Harley 1987), de példaul a Terfezia fajok (,sivatagi szarvasgomba™)
legismertebb mikorrhiza partnerei is ebbdl a csaladbdl €s génuszbal keriilnek ki (Alsheikh
1984, Dexheimer és mtsai. 1985). Ennek ellenére a korabbi vizsgalatok soran csak
elenyészden kis figyelmet forditottak az €ékes napvirdg mikorrhizaira.

Alfoldi erdds teriiletekr6l mikorrhiza adatok pedig kizar6lag csak erdészeti
szempontbdl érdekes fafajok ektomikorrhizdira vonatkozdak vannak (Jakucs 1997,
Majoros 2000). Ez érthetd is, hiszen ezeknek a vizsgalatoknak a legfobb célja, hogy alf6ldi

erdGsitéseknél esetlegesen alkalmazott mikorrhizalasokhoz gytjtson adatokat.

A mikorrhizdk részletes anatomiai vizsgalatainak tobb mint szaz éves torténete
soran kifejlodtek az egyes mikorrhiza tipusok jellemzésére hasznalt terminusok és
specidlis médszerek. Az ektomikorrhizdk esetében az elsé mikorrhiza jellemzést Frank
(1885) végezte, pontosan dokumentalva azokat a jellemzdket, melyeket a mai napig az
ektomikorrhizdk legfontosabb bélyegeinek tekintenek. Az ektomikorrhizdk anatémiai
vizsgélatainak jelenleg két f6 — nem fiiggetlen — iranyvonala van, az egyik angolszasz
teriileteken (Ingleby és mtsai. 1990) a mésik Németorszagban (Agerer 1991) alakult ki. A
Magyarorszagon készitett részletes ektomikorrhiza leirdsok az utébbi modszereit és
nevezéktanat kovetik (példaul: Jakucs és mtsai. 1997, 1998a, 1998b, Jakucs 1998, Jakucs és
Agerer 1999b, Jakucs és Benken 1999). Az ektomikorrhizdk funkcionalis megismeréséhez
fontos adatokat szolgaltatnak az ultrastruktira, Kkiilonbozé spektroszkopos és
immunhisztokémiai vizsgalatok (Norris €s mtsai. 1991).

Az arbuszkularis mikorrhizak anatdmiai jellemzésének torténetében nagy
jelentéségli Gallaud (1905) munkaja, melyben elkiilénitette ennek a mikorrhiza tipusnak
két {6 forméjat, a Paris- és az Arum-tipust. A mikorrhizit képzé Zygomycota gombak
taxonomidjaban elengedhetetlen a gyokéren beliil és azon kiviil képzett struktirak
részletes vizsgalata, €s az arbuszkuldris mikorrhizdk anatémiai vizsgalatainak az
ultrastruktira és kiilonbozé funkcionalis anatémiai vizsgélatok is jelentds részét alkotjak
(Norris és mtsai. 1992).



Az alfoldi Kunfehérté mellett taldlhaté homoki iiltetett erdd az egyetlen
hazai él6helye a virginiai holdrutanak (Botrychium virginianum (L.) Sw.), és ezért régota
folynak komplex névényodkoldgiai vizsgalatok a teriileten (Csiky 1997, Bagi 1998). A
pafranyfaj csaladjanak mikorrhizair6l sok érdekes adatot kozoltek mar. Az
Ophioglossaceae csaladbdl elészor az Ophioglossum vulgatum L. sporofitonjabdl irtak le
gomba-gyokér asszociaciot (Russow 1872). A kigyonyelv pafranyok csalddjiba tartozo
fajok mindkét életszakaszan végzett korai vizsgalatok (lasd Schmid és Oberwinkler 1996)
majd a késébbi, sporofitonokon (Burgeff 1938, Boullard 1957, Mesler 1976, Berch és
Kendrick 1982, Gemma és mtsai. 1992, Schmid €s Oberwinkler 1996) és gametofitonokon
(Burgeff 1938, Nishida 1956, Boullard 1963, Mesler 1975, 1976, Schmid és Oberwinkler
1994) végzett megfigyelések egyarant a gazda szeptélatlan hifak altali kolonizacidjardl
tesznek emlitést. Gallaud (1905) egy kiilonleges, az arbuszkulum eldgazasainak végén
hélyagszeriien felduzzadt strukturdt dokumentalt Ophioglossum vulgatum gyodkerébdl.
Késobb Burgeff (1938) hasonlé arbuszkulumot talalt az Ophioglossum pendulum L.
gyokerében, és azt “csillag-arbuszkulumnak” (Sternarbuskel) nevezte. A trépusi
Ophioglossum reticulatum sporofitonjaban kés6bb szintén megtalaltak ezt a strukturat, egy
masik jellegzetes koralloid arbuszkulum-tipus mellett (Schmid és Oberwinkler 1996).
Annak ellenére, hogy a Botrychium genus sporofitonjainak gyokér-gomba asszociacioit
régota altaldban (vezikularis-) arbuszkuléris mikorrhizdnak tartjak (Burgeff 1938, Boullard
1957, Berch és Kendrick 1982, Harley és Harley 1987), és molekularis vizsgalatok szintén
alatdmasztani latszanak az Endogonales gomba jelenlétét (Camacho €s Trappe 1998), a
nemzetség mikorrhizainak részletes, ultrastruktirdra is kiterjedd anatomiai vizsgalatai

eddig nem térténtek meg.

A kunfehértéi erdében a Botrychium virginianum egyik allomanyanak teriiletén
nagy tomegben fordul el6 a homoki szarvasgomba (Terfezia terfezioides (Matt.) Trappe),
mely fajnak a mikorrhiza képzésérél nagyon kevés adat all rendelkezésiinkre (Kiraly és
mtsai. 1992, Bratek és mtsai. 1996). A Terfezia nemzettség (Ascomycota, Pezizales) fajai
leggyakrabban a mediterran régidban fordulnak eld, gyakorta sivatagos, félsivatagos
élohelyeken. Néhany fajuk piaci értéke miatt erdsen kutatott.

Mind a terepi, mind az in vitro vizsgéalatok sorin a legnagyobb figyelem a

nemzetség fajainak Helianthemum fajokkal képzett mikorrhizdira iranyult. A nagy



érdeklédés és sok munka ellenére, a mikorrhizdknak megbizhat6, alapos anatomiai
vizsgélata nagyon kevés sziiletett, és meglehetdsen sok félrevezet6 adatot is publikaltak.

A szubsztrat hatasat a Terfezia leonis (Tul. és Tul.) Tul. és Tul. (nom. leg.: Terfezia
arenaria (Moris) Trappe) Helianthemum sessiliflorum (Defs.) Pers. fajjal képzett
mikorrhizdjara vizsgaltdk ugyan (Roth-Bejerano és mtsai. 1990, Kagan-Zur és mtsai.
1994), de a bemutatott anatomiai jellegek megbizhatatlanok, kiilonosképp a Hartig-halo
dokumentélasa (Roth-Bejerano 1990), ami pedig a legfontosabb struktirija az ekto- és
ektendomikorrhizaknak.

A Helianthemum ledifolium (L.) Mill. és Helianthemum salicifolium (L.) Mill.
Terfezia boudieri Chatin and Terfezia claveryi Chatin fajokkal végzett mikorrhizalasanak
anatomiai eredményei (és tovabbi két Tirmania fajjal) szegényesen dokumentaltak, és
wintracellularis arbuszkulumokat” is emlitenek (Awamah és mtsai. 1979), ami teljesen
nonszensz. Késobb Alseikh (1984) anatomiai jellemzését adta ugyanezen ndvényfajoknak
a fenti négy gombafajjal természetes élGhelyeken képzett mikorrhizainak. Csak
intracellularis hifak kolonizaltdk a gyokerek kéregsejtjeit, és ,,sok révid kanyarulati és
slirlin atsz6vo kiterjedéseket” formaltak (Alsheikh 1984). Az epidermisz sejteket — melyek
gyakorta Osszeestek — szintén kolonizaltak néha a hifak (Alsheikh 1984). Alsheikh (1984)
egyértelmten elkiilonitette a mikorrhizdkat az ekto-, ektendo- és arbuszkularis
mikorrhizaktol, rimutatott néhany hasonlésagra az erikoid-mikorrhizakkal, de javasolta a
forma ,,helianthemoid” mikorrhizaként valé elkiilonitését.

Spéraszuszpenzios inokulédlast alkalmazva hoztak létre a Terfezia claveryi
mikorrhizajat a Helianthemum almeriense Pau egyedeivel (Cano és mtsai. 1991). Késébb
kiilonb6z6 tapkozegeknek az interakciéra gyakorolt hatasat vizsgaltak, de mar
micéliumkultirat és mikropropagélt névényeket hasznéltak a kisérletekhez (Morte és
mtsai. 1994, Morte és Honrubia 1995, 1997). Egy specidlis taptalajjal optimalizalt
rendszert (Morte és Honrubia 1994, 1995, 1997) a késObbiekben a szarazsag stressz
hatasdnak vizsgalatira is hasznaltak (Morte és mtsai. 2000). Habar a munkak f6
célkitiizései nem anatomiai vizsgalatok voltak, a mikorrhizak strukturajat egyértelmiien
jellemezték, miszerint ,mind a gyokereken kivili, mind az intracellularis hifak
moniliformok vagy gyodngysorszeriiek voltak” és az ,intracellularis hifdk hurkokat

formaltak és teljesen kit6ltotték a lument” (Morte €s mtsai. 1994). Kés6bb kdpenyr6l is



emlitést tettek, de ezt a szerzOk nem tartottak egyértelmii, biztos struktiranak (Morte és
Honrubia 1997).

A Terfezia leptoderma Tul. egyértelmi ektomikorrhizat képzett Helianthemum
salicifolium-mal, igaz kopeny nélkiil, de jol fejlett Hartig-haléval (Dexheimer és mitsai.
1985, Leduc és mtsai. 1986).

A Terfezia claveryi — Helianthemum salicifolium mikorrhizat endomikorrhizaként
jellemezték, de egy atmeneti forma jellegzetességeivel, mely mind ekto- mind
endomikorrhiza tulajdonsagokat is mutat (Dexheimer és mtsai. 1985). Az intercellularis
hifak ritkdbban fordultak eld, mint az intracellularisok, melyek éltaldban a kolonizalt
sejtek belso felszinénél csoportosultak (Dexheimer és mtsai. 1985).
arenaria és Terfezia claveryi fajokkal szintetizalt mikorrhizdjara gyakorolt hatdsanak
vizsgalatai nagyon érdekes eredményre vezettek (Fortas és Chevalier 1992). A
tanulmanyozott szarvasgombéak magas foszfat-koncentraciénal ektomikorrhizat képeztek,
Hartig-haléval, de kopeny nélkul, mig alacsony foszfat-koncentracional
ektendomikorrhizat, Hartig-haléval, hurkokat képz6 intracellularis hifaval, képeny nélkiil
(Fortas és Chevalier 1992).

Malloch és Thorn (1984) Helianthemum és Terfezia (illetve Tirmania) fajok
kozotti ektomikorrhiza képzést emlitenek, de ez teljesen hibas és félrevezetd. A
Helianthemum salicifolium esetében a szerzOk Awamah és mtsai. (1979) munkajat idézik,
melyben semmi olyan jellemz6 nincs, melyet ektomikorrhizdnak lehetne tekinteni (lasd
fentebb). A Helianthemum ledifolium esetében Malloch és Thorn (1984) Alsheikh és
Trappe (1983) munkara hivatkoznak. Ez a Phaeangium lefebvrei Pat. fajrol kozolt
taxonémiai munka a faj potencialis mikorrhiza-partnereinek targyaldsakor emlitést tesz
Awameh és Alsheikh (1979) tovabba Awameh és mtsai. (1979) Helianthemum spp. és
Terfezia, illetve Tirmania fajok mikorrhizait vizsgalé munkairdl. Ezek a kolcsénhatasok —
mint azt lathattuk — semmiképpen nem tekinthetdek ektomikorrhizanak.

A Terfezia terfezioides nemzetségbe sorolasat (Trappe 1971) molekuldris
eredmények alapjan tobben megkérddjelezték (Diez és mtsai. 1998, Percudani és mitsai.
1999, Kagan-Zur és mtsai. 2001), de a t6bbi Terfezia nemzetségbe tartozd fajhoz valod
kozeli kapcsolata egyértelmii (Percudani és mtsai. 1999). A legmegbizhatébb adatok a

Terfezia terfezioides el6fordulasarél a Karpat-medencébdl szarmaznak, ahol a Duna
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vizgyijt6-teriiletén, vegyes akacosokban, homokos talajon talalték altaldban (Babos 1981,
Kiraly és mtsai. 1992, Lawrynowicz és mtsai. 1997). Habdr leirtak a fajnak a fehér akaccal
(Robinia pseudo-acacia L.) képzett mikorrhizajat (Kiraly és mtsai. 1992, Bratek és mtsai.
1996), a kapcsolatrél rendelkezésiinkre 4ll6 adatok hidnyosak. Az interakcidknak legfébb
jellemz6i a kéregsejtekben hurkokat képzé hifék, kopeny és Hartig-halo nélkiil, de
intercellularis hifakat sem figyeltek meg (Bratek és mtsai. 1996). Mindezek ellenére
Bratek és mtsai. (1996) nem zarjak ki, hogy a taldlt mikorrhiza ektendo tipusi. Az
anatomiai strukturaknak szegényes és nehezen hasznalhaté6 dokumentaci6ja, tovabba az
irodalmi sszehasonlitasban ejtett hibdk a munkét megbizhatatlanna teszik.

A Terfezia terfezioides mikorrhizéja fehér akaccal nagyon érdekes, hiszen a fat gy
hoztik be Eurdpaba. A Karpat-medencében a komolyabb erddsitések Robinia pseudo-
acacia-val csak a XIX. szdzadban indultak (Magyar 1960). A fehér akacot arbuszkuléris
mikorrhizat képz6 novényként tartjdk szdmon (Harley és Harley 1987), és arbuszkuléris
mikorrhiza formalé gombékkal mikorrhizas kisérletekben is hasznaltak (Moiroud és mtsai.
1981, Olesniewicz és Thomas 1999), habar bizonytalan utalas ektomikorrhiza képzésre

szintén fellelhet6 az irodalomban (Trappe 1962).

A gombak magi riboszémalis DNS (rDNS) 5.8S génjét “koézrefog6™ internal
transcribed spacer régié (ITS) egy relative konzervativnak tartott génszakasz, melyet
inkabb inter- mint intraspecifikus variabilitds jellemez, és ezért gombak molekularis
taxonémiai vizsgalataihoz alkalmazhaté (White és mtsai. 1990, Gardes és mtsai. 1991,
Gardes és Bruns 1993). Ezen régiénak a polimerdz lancreakcion (PCR) alapul6 vizsgalata
rutinszeriien alkalmazott modszer, melyben nagy szerepe van annak, hogy az 1990-es évek
elején kidolgoztak kiilonb6z6 gombaspecifikus primereket és az ezekhez tartozd
reakciokoériilményeket. Az intraspecifikus homogenitas mellett egyes esetekben a régid
fajon beliili valtozatossagat is kimutattak (Henrion és mtsai. 1992, 1994, Karen €s mtsai.
1997, Diez és mtsai. 2001, Gottlieb és Lichtward 2001), példaul aszkuszos gombak
korében is, mint a Tuber nemzetségnél (Gandebouf és mtsai. 1997, Paolocci és mitsai.
1997) vagy éppen a Terfezia génusznal (Kagan-Zur és mtsai. 1999). Az ITS régié gombak
identifikalasara val6 hasznalatardl rengeteg irodalmi adat van, a molekularis modszerekkel
térténd azonositds nélkiilozhetetlen példaul az ektomikorrhizdk vizsgélataindl. Az

ektomikorrhizdk anatémiai jellemzése sorin nagyon fontos (sajnos nem mindig
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kivitelezhetd) a gombapartner azonositisa. Sok esetben ezt megneheziti, hogy két faj
ektomikorrhizdja anatomiai alapon megkiilonboztethetetlen, mint példaul a Xerocomus
subtomentosus (L.: Fr.) Quél. és Xerocomus armeniacus (Quél.) Quél. (Palfner és Agerer
1990), vagy a Lactarius picinus Fr. és Lactarius fuliginosus Fr. fajok esetében (Kraigher
és mtsai. 1995). Problémat okoz az is, ha az adott gombacsoport termétesteinek
megtalaldsa nehéz, mint példaul a Thelephoraceae csalad egyes fajainal. Ez utobbi esetben
is segithet az ITS régié vizsgalata, melynek segitségével egyes mikorrhizik
azonosithatéak (Koljalg és mtsai. 2000) és példaul a részletes anatomiai mikorrhiza

jellemzést egyértelmiien hozz4 lehet rendelni egy taxonhoz (Koljalg és mtsai. 2001).

1.2. Célkitiizések

Doktori dolgozatomban azon munkdimat mutatom be, melyek sordn kiilénb6z6
mddszerekkel vizsgaltam alfoldi teriileteken talalhaté mikorrhizékat és az azokat 1étrehozé
fajok jellemzdit. Egyes éldhelyeken célul tliztem ki, hogy az ott él6 névények €s gombak
részletes mikorrhiza vizsgélatai mellett, adatokat gyljtsek az adott novénytarsulas lehetd

legtobb fajanak a mikorrhizaltsagarol.

A Kkunfehértéi erddben régéta folyé komplex novényodkologiai vizsgalatokhoz
kapcsolodva, mikorrhiza vizsgalatokat kezdtiink a teriileten, célul tiizve ki, hogy az egyik
erd6tag novényeinek mikorrhizaltsagi statusat jellemezziik kvalitativ és kvantitativ modon,
figyelmet forditva nem mikorrhizas gyékér-endogén gombstruktirakra is.

Mivel a teriileten nagy gyakorisaggal taldltuk meg a Terfezia terfezioides
termoétesteit, a status vizsgalatok soran szerettilk volna a gomba potencidlis partnerfajait
megtalalni, a Terfezia nemzetség endogén struktirdinak altalanos jellemzdi alapjan.

A homoki szarvasgomba molekularis vizsgalataval tisztdzni szerettikk volna a faj
ITS régidjanak variabilitdsat. Ehhez a kunfehért6i teriiletrdl szarmazd termétestek ITS
szakaszanak RFLP és szekvencia vizsgalataival kivantunk megtenni, bevonva a
vizsgélatokba olaszorszagi mintat is. Kivancsiak voltunk, hogy erre a Terfezia fajra is

jellemz6-e az intraspecifikus variabilitdsa az ITS régionak.
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A teriileten végzett mikorrhiza vizsgalatok egyik legfontosabb célja a Botrychium
virginianum sporofiton endomikorrhizajanak részletes anatomiai vizsgalata volt. Tisztazni
szerettiik volna, hogy a génusz valéban arbuszkularis mikorrhizaval rendelkezik-e,
tovabba, hogy megtalalhatéak-e benne azok a specidlis struktirdk, melyeket a kigyonyelv

pafranyok csaladjanak mas fajaiban talaltak.

A filophazi teriiletet, mint jellegzetes alf6ldi homokgyepet vélasztottuk status
vizsgélatokhoz, melyrél sok botanikai, viszont minimalis mikorrhizakra vonatkoz6 adat all
rendelkezésre, pedig a teriilet specidlis viszonyai miatt érdekesnek igérkezett a
mikorrhizaltsagokra vonatkoz6 vizsgélat.

A fiilophazi teriileten azt is vizsgalni szerettiik volna a névények gyodkereiben és
gyokerein taldlhaté gombastruktirak részletes tanulméanyozasa mellett, hogy van-e
valamilyen osszefiiggés az egyes novényfajok mikorrhizaltsaga és az adott tarsulasban ra
jellemz6 conolédgiai, 6koldgiai tulajdonsagai kézt.

A fulophézi teriileten €16 Helianthemum ovatum ektomikorrhizainak részletes
anatomiai és molekularis taxonomiai vizsgalatat szerettiik volna elvégezni, tobbek kozott
arra keresve a valaszt, hogy milyen természetes mikorrhizakat képez, €s ezek hasonl6ak-e,

mint amiket a tertileten €16 masik térpecserje, a Fumana procumbens képez.

A kunfehértoi teriileten talalt Terfezia terfezioides termétestekbol izolalt steril
kultaraival végzett in vitro kisérletekkel és ezek részletes anatomiai vizsgalataival
pontosabb képet szerettiink volna kapni a gomba stratégidjarél, névénykapcsolatairdl.
Ezekhez a kisérletekhez két n6vényt valasztottunk.

A korabban partnerként leirt Robinia pseudo-acacia esetében pontos adatokat
kivantunk szerezni ennek az érdekes kapcsolatnak jellemz6ir6l.

A masik névényfaj a Helianthemum ovatum volt, ahol vizsgalni szerettiik volna,
hogy egyéltalan képes-e a homoki szarvasgomba ezzel a novénnyel kapcsolatba 1€pni. A
gombéat soha nem taldltdk még olyan él6helyeken, ahol ez a ndévény €l. A kisérlethez
hasznalt névénymagok a fiil6phazi teriiletrol szarmaztak, mely emlékeztet azokra a
félsivatagos él6helyekre, ahol tobb, mas Terfezia faj él. Ennek a névénynemzetségnek a
kivélasztdsa azért is indokolt volt, hogy megkonnyitsiik a korabban publikalt anatémiai

eredményekkel valé 6sszevetést.
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Mindkét novény esetében a kisérletek soran kiilonboz6 foszfatkoncentracidja
taptalajokat hasznaltunk, hogy vizsgaljuk, ebben az esetben is lesz-e a
foszfatkoncentracidonak annyira karakterisztikus hatasa az interakcidra, mint azt mas

Terfezia fajoknal talaltak.

Az alfoldi erd6k természetes ektomikorrhizaira iranyuld kutatasok soran gytijtétt, a
mintateriileteken taldlt termdtestek alapjan feltételezhetben Tuber rapaeodorum
szarvasgomba éltal képzett ektomikorrhiza pontos anatdmiai jellemzését és ITS alapu
molekularis azonositasét szerettiik volna elvégezni.

Ugyanezen vizsgalatok soran gyijtétt mintaknal vizsgalni szerettiik volna, hogy a
morfolégia alapjan feltételezetten a Thelephoraceae csaladba tartozé gombak altal képzett

mikorrhizdk molekularis modszerrel azonosithatdak-e.
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2. Anyag és médszer

2.1. A részletesen vizsgalt mintavételi teriiletek

A Kunfehérto melletti teriilet atlagos éves csapadékmennyisége 550-600 mm, az
éves atlagos hOmérséklet pedig 10.7 °C. A talaj felsé rétege 0.5-1 m kozoétt valtozéd
vastagsagu, gyengén karbonatos homok. A talaj szervesanyag tartalma a fels6 30 cm-ben
3.3 — 8.5 %, a humusztipus erésen mineralizadlédott moder. A teriilet névénytarsulasa
Anthrisco cerefolii-Robinietum-ba atmené t6lgy-koris-szil ligeterdé6 (Bagi 1996, Csiky
1997).

A masik részletesen vizsgalt €élohely a Kiskunsagi Nemzeti Park IV-es szamu
korzete, a Fiilophdza melletti homokbuckas teriilet. A teriillet mérsékelt kontinentalis
klimdju, az atlagos évi hdmérséklet 10-11 °C, az éves csapadékmennyiség 550 mm juniusi
és novemberi maximummal. Az éves napsiitéses Ordk szama koriilbeliili 2050. A
tengerszint feletti magassag 100-120 m. A teriilet homokbuckai dunai eredetii, sz¢l altal
szallitott bazikus homokbél allnak. A dombok talaja nagyon szegény, bazikus vaztalaj,
kifejezett talajprofil elkiiloniilés nélkiil. Az agyag és a kolloid frakcié nagyon alacsony, a
humusztartalom alacsonyabb 1%-nal. A desztilldlt vizben mért pH 8 vagy magasabb. A
tapanyagok koncentracidja nagyon alacsony (Varallyai 1993, Kovacs-Lang és mtsai.
2000). A mélyedések, buckak6zok talaja valamivel magasabb humusztartalmii és savasabb

kémbhatés.

2.2. Gyokérmintak gyiijtése

Gyokérmintdkat a kunfehértéi erdé6 69/B erdétagjanak egy koriilbeliil 150 x 300
méteres teriiletérél gytjtottiik be 1999. oktober és 2000. oktdber kozott, térekedve arra,
hogy a ndvényekrodl lehetdleg a rajuk jellemzd virdgzasi periddusban gyijtsiink mintat. A
mintavétel soran torekedtiink arra, hogy a lehetd legkevesebb bolygatast végezziik.
Fajonként két-harom egyed gyokerébdl vettiink mintat, teljes novényt csak akkor
gyUjtottiink be, ha ez elkeriilhetetlen volt, példaul a nGvény mérete miatt. A gydkereket
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egyértelmiien azonositani lehetett megkeresve az eredést, illetve néhany esetben a gyokér
fnorfolégiéja is pontosan meghatarozta a fajt. A mintékat nedves talajjal egyiitt milianyag
zacskokba zarva szallitottuk laboratériumba, ahol maximum 48 orat tartottuk Oket
feldolgozas el6tt 4 °C homérsékleten.

Hasonléan jartunk el a fiilophazi teriileten, ahol a gyokérmintdkat 2000. aprilis és
november k6z6tt gyijtottiik.

A Botrychium virginianum gyokérmintdit a sporofitonok kidsasa nélkiil,
egyedenként néhany, killonbozd vastagsagi gyokér levagasaval gyujtottik, tobb
alkalommal 1999. éprilis és 2001. oktober kozott. A gyokereket laboratoriumba szallitas
utén a tovabbi munkaktdl fliggben, megfelelé oldatokban rogzitettiik.

Az ektomikorrhizékat talajmintak éles késsel torténd kivagasaval gyujtottiik, vagy
a vizsgalni kivant teriileten véletlenszeriien, vagy pedig a vizsgdlni kivant névény
kornyékérél, torekedve a lehetd legtobb gyokér mintaba kertilésére. A Helianthemum
ovatum ektomikorrhizait 1999. szeptember és 2000. oktober kozott gytjtottikk a fiillophazi

teriileteken, az alfoldi erd6kbol szarmazé mintak gyUjtési adatait a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat: Az alf6ldi erd6kbd] szarmazo6 ektomikorrhizak gydijtési adatai

Minta kédja* Feltételezett gomba Gylijtési hely Gyiijtési idd6 . Gazdandvény

HU 86 Thelephoraceae Piispokladany 1998.04. 08.  Quercus robur L.
HU 125 Thelephoraceae Tompa 1998. 06. 02. Populus alba \..
HU 134 Thelephoraceae Tompa 1998. 06. 02. Populus alba
HU 170 Thelephoraceae Tompa 1998. 06. 02. Populus alba
HU 144 Tuber rapaeodorum Kelebia 1998. 10. 08. Populus alba
HU 182 Tuber rapaeodorum Kelebia 1998. 10. 08. Populus alba

* Jakucs Erzsébet gyiijteménye

2.3. Mikorrhizak mikroszképos vizsgilatai

2.3.1. Statusvizsgalatok
2.3.1.1. Gyokérmintak elokészitése

A preparatumok elkészitéséhez Grace és Stribley (1991) munk4jat kovettilk némi
mddositassal. Minden gyokérmintdt eldszor szteredmikroszképpal atnéztik az

extramatrikalis struktirak €s az esetleges ektomikorrhizak vizsgalatdnak céljabol. Ezutan
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minden gyokérmintanak egy részét 10%-os KOH oldatban egy éjszakara 60 C°-on
tartottuk, mig a maradék gyokérmintdkat vizben 4 C°-on taroltuk. Azokat a gyokereket,
melyek KOH oldatban 60 C°-on nem szintelenedtek el, 90 C°-on tovabb szintelenitettiik,
addig, amig sziikséges volt. Ezutan a mintdkat legalabb két 6ran keresztiil desztillalt
vizben mostuk, t6bbszoér cserélve a vizet. Az utolsé cserélés utdn néhany csepp tejsavval
megsavanyitottuk a vizet (kb. 3-3.5 pH) és ebben az oldatban hagytuk a mintikat 30
percig. Mind a moséas, mind a savanyitds elengedhetetlen a festés eredményességéhez.
Ezutan megfestettilkk a mintdkat tejsavas anilin-kék oldattal (0.5 g anilin-kék 30 ml cc.
tejsavban oldva), majd visszaraktuk Oket a savas oldatba, hogy kimosddjon a felesleges
festék. Ezutan targylemezen tejsavban elrendeztilk a gyokereket, majd 24 x 50 mm-es
fedélemezzel fedtiik le 6ket. Ha a minta értékelhetének tiint, a maradék gyokereket FEA-
ban (formadehid : 70%-os etanol : ecetsav, 5v:90v:5v) és a prepardtumokat dokumentalas
és tovabbi anatdmiai vizsgélatok céljabol adott sorszamok alatt gytijteménybe helyeztiik

el.

2.3.1.2. A mikorrhiza kolonizacié kvalitativ €s kvantitativ jellemzése

Az arbuszkularis mikorrhiza kolonizaciét akkor tekintettik meglévének, ha a
jellemzé anatémiai struktirdk (vezikulum, arbuszkulum, hifahurkok) megfigyelhetéek
voltak a gyokérben. Minden egyes preparditumon a teljes gySkérmintat atvizsgaltuk
kiilonb6z0 nagyitasokkal (40-400 x), kiilonds tekintettel az oldalsé és finom, vékony
gyokerekre. A kolonizacié intenzitasat és kiterjedtségét vizudlis moddszerrel becsiiltiik
fénymikroszkép segitségével. Ot osztalyt kiilonitettiink el a kolonizaci6 kiterjedtségének
jellemzésére: 1. osztaly: maximum 5%-a; 2. osztaly: 6-25%-a; 3. osztaly: 26-50%-a; 4.
osztaly: 51-75%-a; 5. osztily: 76-100%-a a gyokér hosszanak kolonizalt (Hopkins 1987).
A kolonizéci6 intenzitasanak jellemzését harom tipus segitségével végeztiikk: A tipus: a
kolonizacid kicsi és élesen elkiiloniild foltokban térténik; B tipus: nagyobb, de elkiiloniild
helyeken kolonizalt; C tipus: majdnem teljesen kolonizalt, kovetve Hopkins (1987)
modszerét.

Akkor tekintettiink egy ndvényt a Terfezia terfezioides potencidlis mikorrhiza
partnerének, ha gyokereiben megfigyelhetéek voltak a homoki szarvasgomba jellegzetes
endogén strukturai, melyeket terepi és in vitro kisérletek soran megfigyeltek, Ggymint a

nagyjabol parhuzamos szeptalt hifak, melyek hurkokat formalnak a kéregsejtek belsejében.
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A mikorrhiza jellemzdket nem mutaté endogén szeptilt gombak hifdit és a
mikroszklerécium-szeri képleteket szintén vizsgaltuk. A filophdzi mintdk vizsgélata
soran az endogén szeptalt hifak, mikroszklerécium-szerii strukturdk és spoéra-szerii
képletek szintén a vizsgalat targyat képezték, de az externdlis szeptalt, széles hifak és
pigmentalt, szemdlcs6s hifak jelenlétét is jeloltik. Ezeket a struktirakat, akarcsak az

ektomikorrhiza képzést, csak kvalitativ jellemzoként vizsgaltuk.

2.3.2. Ektomikorrhizak részletes morfologiai jellemzése

A munkak sordn kovettiik Agerer (1991) irdnyad6 munk4jat. Szteredmikroszkdp
alatt lemostuk a gyokereket, majd a morfolégiai alapon szétvalogatott tipusok friss
allapotban megallapithaté tulajdonsagait jellemeztiik. Ezutan a fontos hisztokémiai
reakciokat végeztiikk el, vizsgalva a friss mikorrhiza kopenyének szinreakcioit Melzer-
reagens, szulfo-vanilin, KOH, guajakol, FeSO, tejsav és anilin hozzdadasaval. Ezutan a
mintakat FEA-ban rogzitettik. Az anatomiai jellemzéshez az ektomikorrhizakat
szteredmikroszkép alatt tiivel ,,megnytzva” kopenyprepardtumot készitettlink, melyet
tejsavban fedtiink le. Ezeket a preparatumokat Nomarski (DIC) mikroszkdppal vizsgaltuk
és fotokkal illetve rajztiikor segitségével készitett rajzokkal dokumentaltunk. Miigyantaba
dgyazott mikorrhizakbol hossz- és keresztmetszeteket készitettiink, melyeken

faziskontraszt mikroszkoppal vizsgaltuk a jelentdsebb anatomiai jellemzdket.

2.3.3. Gyokérkapcsolatok részletes fény- és elektronmikroszkopos vizsgélatai

Az in vitro kisérletekb0l szirmazé novények és a Botrychium virginianum
sporofiton kunfehértéi allomanyaban gyjtott gyokereit Sorensen-pufferben (pH 7,2)
késziilt 2%-os glutar-aldehidben vdkuum alatt fixaltuk, majd 4 °C-on taroltuk Oket. A
mintdkat ezutan hatszor 10 percig mostuk ugyanebben a pufferben, majd ozmium-
tetroxidban (1% OsO, pH 7,2-es Sérensen pufferben, 1 6ra) utéfixaltuk. Felszallé aceton-
soros dehidratalas utan Spurr-féle ERL-be (1969) agyaztuk be 6ket. Az infiltracié hat
lépésen keresztiil tértént: ERL-aceton 1:2 aranyu keverékben egy éjszakén keresztiil 4 °C-
on, 1:1 és 2:1 ardnyuban 30-30 percig, ezutan kétszer 30 percig, majd egy é€jszakan
keresztiil tiszta ERL-ben. A fénymikroszképos vizsgalatokhoz félvékony (0.5-0.8 um)
hosszmetszetek késziiltek, melyeket neofukszin-kristalyibolyaval festettiink (Morgenstern
1969) és Entellanban fedtiink le. A TEM vizsgilatokhoz ultravékony (60-75 nm)
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hosszmetszetek késziiltek, melyeket Formvarral fedett réz-gridekre vittiink, majd uranil-
acetattal (1%, 1 6ra) és 6lom citrattal (2%, 12 perc) festettiink. A vizsgalatokhoz LEO 906-
os TEM késziiléket hasznaltunk.

2.4. Gomba-nivény in vitro gyokérkolcsonhatasok kisérletei

2.4.1. A micélium és a névények elokészitése

A Terfezia terfezioides torzset Kunfehért6 mellett 1999-ben gytjtott
termétestekbdl izolaltuk. A torzset modositott MMN taptalajon (Marx 1969) tartottuk fenn
(50 mg/L (NH,),HPO,, 500 mg/L K,HPO,, 150 mg/L MgSO, x 7 H,0, 50 mg/L CaCl, x 2
H,0, 25 mg/L NaCl, 20 mg/L FeEDTA, 10 g/L gliikéz, 3 g/L malata, 10 g/L agar, 2 ml/L
Wickerham (1951) féle vitamin keverék, streptomycin, pH 8 autoklavozas elétt) 25 °C-on,
sotétben.

A  Helianthemum ovatum magjait 1999 0Oszén, a Fiilophaza melletti
homokgyepeken gyiijtottilk. A Robinia pseudo-acacia magokat 2000 6szén, a szegedi
Flivészkertben gyujtottiik. A magokat 23 °C-on kiszéritottuk, majd szobahémérsékleten
s6tétben taroltuk oket felhasznalasukig.

A novények magjainak felszin-sterilizalasa 33%-os H,0O,-ban tértént (15 perc),
ezutan haromszor negyven percig mostuk Oket steril csapvizben. Miutan felsziniiket steril
tiivel megsértettiik, steril csapvizzel atitatott steril papirvattara keriiltek Petri-csészékbe.

Ezeket 12 dra s6tét utan az alabbiakban jellemzett fénykamréban tartottuk.

2.4.2. Kisérletek

Az interakcidk vizsgalatdhoz 6t kiilonboz6 foszfat-koncentraciét hasznaltunk, 12.5,
25, 50, 100 és 200%-4t a fenti MMN taptalaj foszfatséinak mennyiségéb6l (31.25, 62.5,
125, 250, 500 mg/L (NH,),HPO, és 62.5, 125, 250, 500, 1000 mg/L. K,HPO,; dsszesen
0.6, 1.2, 2.4, 4.8, 9.6 mM PO»). A tébbi paramétert valtozatlanul hagytuk. A gomba
micéliumokat néhdny nappal a n6vények rahelyezése elétt a taptalajra tettiik.

A magok kicsirazasa utan a jol fejlett novényeket a taptalajra helyeztiik, Ggy, hogy
gyokeriiket a megindult micélium friss részén keresztiil huzott sekély arokba illesztettiik.

A Robinia pseudo-acacia esetében a taptalaj fels6 harmadat kivagtuk, hogy elférjenek a
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fejlodé levelek. Minden foszfatkoncentracional beallitottunk kontrollt is, mind a
gombabodl, mind a novényekbdl. A ndvényes Petri-csészéket fénykamraban tartottuk, 12-
12 6ras fény-s6tét periddus mellett (32 és 22 °C), a megvilagitas kevert spektrumu fénnyel
tortént (130 pM foton m?s™). Ilyen kériilmények mellett a névényeket 28-32 napig
hagytuk fejlédni.

2.5. Molekularis vizsgilatok

2.5.1. DNS kivonés, PCR kériilmények, RFLP, szekvenalas

A molekularis vizsgalatokhoz a mikorrhizamintdkat begytijtésiik utan CTAB
pufferben (2% CTAB, 20mM EDTA pH 8, 100 mM Tris-HC] pH 9 és 1.4 mM NaCl)
taroltuk. A Terfezia terfezioides 1TS vizsgalataihoz a fiilophazi teriileten egy id6pontban
gyljtott 19 kiszaritott termotestet, az olasz minta esetén herbariumi anyagot hasznaltunk.

A DNS kivonast Gardes €s mtsai. (1991) szerint végeztiik kisebb médositasokkal.
A mintakat 400 ul CTAB pufferben Eppendorf csévekben kevés sterilizalt kvarchomok
mellett {ivegtord segitségével dorzsoltiik szét. A homogenizalt anyagot 65°C-on 45 percig
inkubaltuk, ezutan kétszer tisztitottuk egy térfogatnyi kloroformban, minden tisztitds utan
10 percig centrifugaltuk 12000 g-n. A tiszta feliiliszoban oldott DNS-t két térfogat
abszolut etanollal csaptuk ki -20°C-on, ezutan 30 percig centrifugéltuk 12000 g-n, majd
kétszer mostuk 70%-os etanollal. A kiszaritott peletet 30-70 ul steril milli-Q vizben vettiik
fel.

A PCR amplifikiciét ITS1F és ITS4 primerparral végeztiik, kovetve Gardes és
Bruns (1993) leirasat kisebb modositdsokkal. A reakcidelegy a templat anyagon kiviil 0.1
térfogat 10 x PCR puffert (Zenon), 200 uM dATP-t, dCTP-t, dGTP-t és dTTP-t
(Pharmacia), 2.5 mM MgCl2-ot, 0.5 uM mindkét primerbdl és 0.5 U Taq DNA polimerazt

(Zenon) tartalmazott.

A reakciéhoz PTC-100 DNA thermocycler (MJ Research) késziiléket hasznaltunk
a kovetkez6 programmal: 3 perc denaturacié 93 °C-on, ezutan 35 ciklus 30 masodperc
denaturécié 93 °C-on, 30 mésodperc ,,annealing” 51-55 °C-on (mintatél fiiggben, ahogy
optimalis volt), 90 masodperc extenzi6é 72 °C-on. A ciklusok utan 10 perc végsé extenzid

kovetkezett 72 °C-on.
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Az RFLP vizsgalatokhoz Cfol, EcoRI Hinfl és Xhol restrikciés enzimeket (Kramer
Biotech) hasznaltunk, kovetve a gyartd leirasat. A termékeket 1.7%-os, etidium-bromidot
tartalmaz6 agaréz gélen, TAE pufferben futtatuk.

A DNS szekvenalashoz a mintakat gélb6l visszaizolalva tisztitottuk, ezutin a
»cycle” szekvendlashoz ABI PRISM BigDye Terminator Kit-et (Perkin Elmer)
hasznaltunk, a szekvendlas ABI PRISM 310 szekvenal6 segitségével tortént.

2.5.2. Szekvencidk kiértékelése, filogenetikai szamitasok

A szekvencidk kromatogramjait manualisan ellendriztik. A szekvencidkat az
NCBI Blast (Altshul és mtsai. 1990) keresdjében vizsgaltuk
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Egyes szamitasokhoz a génbankba elhelyezett
szekvencidkat is felhasznaltunk. A filogenetikai szamitasokhoz a szekvencidkat ClustalX
programmal (Thompson és mtsai. 1997) illesztettiik az alapbeallitdisokon nem valtoztatva,
majd egyes manualis korrekcidkhoz a ProSeq 2.7 programot (Filatov 2001) is igénybe
vettilk. A filogenetikai szamitasokhoz a PHYLIP 3.57c programcsomagot hasznaltuk
(Felsenstein 1989, 1993). Az illesztésekbdl genetikai tdvolsagot szamitottunk a DNADIST
programmal (minden esetben Kimura 2 paraméteres indexét és 2-es tranzici6/ tranzverzid
aranyt hasznalva), majd ezen értékeket a Neighbor-Joining moédszerrel a NEIGBOR
programmal elemeztiik. A Maximum-likelihood elemzésekhez a DNAML programot
hasznaltuk az alapbeallitasokkal, randomizalt szekvencia input sorrenddel. A parszimonia
elemzésekhez a DNAPARS programot alapértékekkel.

Az elagazasok statisztikai vizsgilatdhoz bootstrap moédszert alkalmaztunk a
SEQBOOT program segitségével, 1000 ismétléssel. Az adott elemzéssel (ML,
parszimoénia, NJ) kapott fakb6l konszenzus fat szdmitottunk a CONSENSE program
segitségével.

A késziilt fakat a TreeView 1.6.6 programmal (Page 1996) jelenitettiik meg, és

tettiik forméazhat6va kiillonb6z6 szerkesztoprogramok szdméra.
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3. Eredmények

3.1. A kunfehértdi teriileten végzett vizsgalatok eredményei

3.1.1. Statusvizsgalatok és a Terfezia terfezioides potenciélis partnerfajai

A kunfehértdi teriileten 49 névényfajnak késziilt értékelhetd gyokérpreparatuma,
ezek endogén gombastruktirainak részletes jellemzését végeztiik el (3. tablazat).

A vizsgiélt fajok 78%-at tekintettik mikorrhizaltnak. 11 novényfaj esetében nem
talaltunk a mintdkban egyértelmiien mikorrhizakra utalé struktirakat, ezek koziil 7 faj
tartozott a Brassicaceae (2 faj), Caryophyllaceae (4 faj) és Chenopodiaceae (1 faj)
csaladokba (3. tablazat).

37 faj bizonyult endomikorrhizaltnak. A kolonizécid kiterjedtsége szempontjabol
11%-uk 2-es osztalyba, 28%-uk a 3-as osztalyba, 31%-uk a 4-es osztalyba és 29%-uk az 5-
Os osztalyba tartozott. 1-es osztdlyba tartozd kiterjedtséget nem talaltunk. Vezikulumokat
az endomikorrhizalt fajok 86%-aban talaltunk, 70%-uk tartalmazott arbuszkulumokat és
89%-uk hifahurkokat. (3. tablazat).

Ot novényfaj gyokerein taldltunk ektomikorrhizat, ezek koziil egy esetben fordult
eld, hogy csak ektomikorrhizaja volt a névénynek (Quercus robur) mig négy névénynél
(Morus alba, Crataegus monogyna, Prunus spinosa and Populus x canescens) mind ekto-
mind endomikorrhizik megfigyelhetdek voltak (3. tablazat).

A novények gyokereinek 80%-aban megfigyelhetéek voltak szeptalt endogén
gomba-képletek, €s 52% gyokereiben figyeltink meg mikroszklerocium szeri
strukturakat.

12 novényfajt a gyokereiben talalhaté endogén struktirak alapjan, mint a Terfezia

terfezioides potencialis mikorrhiza partnereit jeloltiik meg (3. tablazat)

3.1.2. A Terfezia terfezioides ntDNS ITS szakaszanak vizsgélatai

Az egy id6pontban, a kunfehért6i erdében gyjtott 19 termétestek ITS szakaszai a
négy enzimmel kapott RFLP profiluk tekintetében teljesen homogénnek bizonyultak. Az
EcoRI nem emésztette a régiét (kb 740 bp), mig a Cfol-el valé emésztés két (kb 400 és 300
bp), a Hinfl-el tortént emésztés 3 (kb 340, 190, 145 bp) és az Xhol-el valo emésztés 2 (kb
555 és 185 bp) lathatd savot eredményezett. A szekvenalas utdn az eredményeket
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3. tablazat: A kunfehértéi erd6 69/B erdétagjaban gyiijtott novények mikorrhizaltsagi statusa és egyéb
endogén gombastruktirai. Hasznalt roviditések: I: kolonizécié intenzitdsa, E: kolonizaci6 kiterjedtsége, V:

vezikulum, A: arbuszkulum, L: hifahurok, E: ektomikorrhiza, s: szeptilt endogén hifa, ms:

mikroszklerécium szerl struktira, n: nem-mikorrhizéltnak tekintett ndvény. Vastag betiivel vannak szedve a
Terfezia terfezioides feltételezett partnerndvényei.

Novény I E Struktordk Novény I E  Struktirdk

Apiaceae Liliaceae

Anthriscus sylvestris (L.) Hoffm. B 4 L+s Polygonatum latifolium (Jacq.) Desf. B 4 VA.L+sms
Asteraceae Polygonatum odoratum (Mill.) Druce B 4 VAL

Ambrosia artemisiifolia L. B3 A,L+s Moraceae

Conyza canadensis (L.) Cronqu. B 3 VAL+sms Morus alba L. C 4 VALE+sms

Solidago gigantea Ait. B 2 VLitsms Oleaceae

Taraxacum officinale Weber B V,L+s Ligustrum vulgare L. B 3 \Y
Berberidaceae Ophioglossaceae

Berberis vulgaris L. B3 VAL Botrychium virginianum (L.) Sw. B3 V.L+s
Brassicaceae Papaveraceae

Alliaria petiolata (M. B.) Cavara et Grande n Chelidonium majus L. n s,ms

Thlaspi perfoliatum L. n Poaceae
Cannabaceae Brachypodium sylvaticum (Huds.) R. et Sch. B 4 V.ALL

Cannabis sativa L. C 5 VAL+sms Digitaria sanguinalis (L.) Scop. C S5 V.A,L+s
Caprifoliaceae Setaria pumila (Poir.) R. et Sch. Cs A L+sms

Sambucus nigra L. B 4 VAL+s Polygonaceae
Caryophyllaceae Fallopia dumetorum (L.) Holub B 2 VA

Cucubalus baccifer L. n Rhamnaceae

Silene latifolia Poir. * n s,ms Rhamnus catharticus L. n

Saponaria officinalis L. n s,ms Rosaceae

Stellaria media (L.) Vill. n s,ms Crataegus monogyna Jacq. B 5 VALE+s
Celastraceae Geum urbanum L. B 3 V. A+s

Eunonymus europaca L. B 3 L+s Prunus padus L. C 4 VALt+tsms
Chenopodiaceae Prunus spinosa L. C S5 L.E+s,ms

Chenopodium album L. n s,ms Rubus caesius L. C 5 V.L+s
Crassulaceae Rubiaceae

Sedum telephium L. ** A" Galium aparine L. C 4 V.AL+s
Fabaceae Salicaceae

Robinia pseudo-acacia L. B 2 V,AL+sms Populus x canescens (Ait.) Sm. *** V.A L E+s,ms
Fagaceae Scrophulariaceae

Quercus robur L. E+s,ms Veronica hederifolia L. n s.ms
Geraniaceae Simaroubaceae

Geranium robertianum L. C 5 V,AL+sms Ailanthus altissima (Mill.) Swingle B 4 VAL+sms
Lamiaceae Ulmacae

Ballota nigra L. B 3 V,A+sms Celtis occidentalis L. B 2 V,A,L+s

Clinopodium vugare L. B3 A,L+s Ulmus minor Mill. C 5 VAL+tsms

Glechoma hirsuta W. et K. C 5 V.L+sms Urticaceae

Salvia glutinosa L. B 3 V,Ltsms Urtica dioica L. n s.ms
Liliaceae Violaceae

Muscari racemosum (L.) Mill. C5 VAL Viola odorata L. C 4 V,L+s.ms

Ornithogalum umbellatum L. C 4 VUL+sms

* ssp. alba (Mill.) Greuter et Burdet
** gsp. maximum (L.) Crock.
**+ a mennyiségi jellemz6k nem voltak becstilhetdek

ellendriztiik, és figyelembe véve a nem detektalhat6 kis fragmenteket, illetve a primereket,
a kapott eredmények elfogadhaténak bizonyultak.
Az Olaszorszagbdl szarmazé minta és a kunfehértéi 19 termétestbdl

véletlenszeriien kivalasztott 3 minta szekvenciaja teljesen azonos volt (4. tablézat). Ezek a
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4. tiblazat: A vizsgalt Terfezia terfezioides 1TS szekvencidk. Haszndlt roviditések: e: szaritott

termotest, m: micélium kultira, Gy. Ssz.: gytlijteményi sorszdm, Sz. Tipus: szekvencia tipusa.

Gyiijtési hely Gylijtési id6  Minta tipus Gy. Ssz. GenBank Sz. Tipus
Ravenna 1995. 12. 02. e KMG 10124 AJ305170 B
Kunfehérté 1999. 08. 30. e KMG 10125-4 AJ305169 B
Kunfehérté 1999. 08. 30. e KMG 10125-9 AJ306555 B
Kunfehérté 1999. 08. 30. € KMG 10125-12 AJ306556 B
Orbottyan * 1991. 09. 28. m Bratek2196 AlJ272442 A
Orbottyén * 1991. 09. 29. m Bratek2196 AJ272444 A
Gyal * 1991. 09. 10. m Bratek2197 AJ272443 A
Siilysap * 1996. 11. 13. m Bratek1131 AJ272445 B
Mogyoréd * 1998. 10. 15. m Bratek1873 AJ305045 A

* mas teriiletekrél szarmaz6 mintak

szekvencidk csupan két bazisban térnek el mas magyarorszagi lel6helyekrél szarmaz6
Terfezia terfezioides termétestekb6l kapott ITS szekvencidktol, de mas teriileten is
elofordult teljesen identikus ITS szekvencia (4. tablazat). A lel6helyek adataibol latszik,
hogy a két szekvenciatipus foldrajzilag nem kiiloniil el, igaz, ekkora kiilonbség mellett az

dsszes szekvencia azonosnak tekinthetd.

3.1.3. A Botrychium virginianum arbuszkularis mikorrhizajanak anatémiéja

A Botrychium virginianum gyokerei 1-3 mm vastagsaguak, ritkan elagazoéak,
gyOkérszérok nem figyelhetdek meg rajtuk. Koriilbeliil a vizsgalt gyokerek felét
kolonizaltak hifdk. A gomba kolonizicié a gyokér kérgének kiviilr6l a negyedik-hatodik
sejtrétegére lokalizalédik (1. 2. dbra). A vékony gyokerekben é€s a gyokércsucsi régidkban
nem figyelheté meg kolonizaci6. A legtobb kéregsejtre jellemz6 a keményité szemcsék
jelenléte (1. 2. abra), egyes sejtekben nagy mennyiségben is felhalmozddik (1. abra). A
szeptalatlan hifdk hurkokat formalnak a kéregsejtekben (1. 3. abra), elagazasuk hegyes
szogil és dichotomikus (1. 3. 4bra). El6, a degradacié kiilonbozd szintjén 4llo és teljesen
Osszeesett hifdk egy sejtben egyiitt is el6fordulnak (1. abra). A gazda sejtfalanak
attorésekor a hifdk nem valtoztatjak meg atmérdjiiket (2. abra). Egyes hifak a hurkokbdl
leagaznak, és a szomszédos sejtekbe atjutva arbuszkulumot képeznek (2. abra). Az
arbuszkulumok végzddései szélesek és lebeny-szeriiek. Degradalodott arbuszkulumok

szintén elofordulnak, néha az élokkel egy sejtben (1. 2. 4. abra). Az arbuszkulumok altal

24



1.-4. dbra: A Botrychium virginianum mikorrhizéjanak fénymikroszkopos képei. 1. dbra: Kolonizalt és kolonizalatlan
gyokér kéregsejtek. Nyilvég: keményitd. Kettds nyilvég: hifa-hurok. Nyil: €16 és dsszeesett arbuszkulum. Bar: 20 pm. 2.
dbra: Kolonizalt kéregsejtek €16 és Osszeesett arbuszkulumokkal és attoré hifaval. Bar: 20 pm. 3. dbra: Hurkokat
formal6 é16 és degradalodott hifak altal kolonizalt kéregsejt. DH: degradalédott hifa. Bar: 8 um. 4. dbra: Osszeesett
arbuszkulum egy kéregsejtben, a szomszéd sejtben hurkokat képz6 hifa és keményitd. Bar: 8 um.

Az abrakon gyakran hasznalt roviditések: CA: Gsszeesett arbuszkulum, H: hifa, M: matrix anyag, N: sejtmag,
PCW: névényi sejtfal, S: keményitd, V: vezikulum, VA: vakudlum.

kolonizalt gazdasejtek sejtmagjai gyakran a sejtfalak mellett figyelhetoek meg (2. abra).
Azokban a gazdasejtekben, melyeket hifa hurkok kolonizaltak, a keményitd mennyisége
nem kiilonbozik a kolonizalatlan sejtekben 1évétél. Az arbuszkulumok éltal kolonizalt
sejtekbdl a keményitészemcsék hianyoznak, akkor is, ha az arbuszkulum mar Gsszeesett
(4. abra).

A sokmagvu, hurkokat formalé hifak vastagsaga 3 és 6 pm kozott valtozik, ezen
hifak falvastagsaga 70 és 100 nm kozotti. A hifak vakuolizaltak, néhany helyen gliikkogén
partikulumok is megfigyelhetéek benniik (5. abra). Polifoszfat-szerii granulumok szintén
eléfordultak. A hurkokat formalo hifak fala filamentézus sejtfal anyaggal boritott, mely a

gazdatol szarmazik (6. 7. 8. abra). Ennek a szalas szerkezetii anyagnak a vastagsaga 30 és

300 nm kozott valtozik (6. 7. 8. abra). Az anyagot a gazdasejtek vezikulumai szallitjak a
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5.-8. abra: A hurkot képz6 hifdk elektron-mikroszkopos felvételei a Botrychium virginianum gySkerébdl. 5. abra:
Szeptélatlan hifa egy kéregsejtben. Nyilvég: plazmolemma. Kettés nyilvég: matrix anyag. Nyil: gliikogén partikulum.
Bar: 1 um. 6. abra: Egy penetracids zona éttekinté képe. CP: citoplazma. Nyilvég: plazmolemma. Bar: 3 pm. 7. dbra:
Hifa-hurok és névényi sejt hatarfeliilete vezikulumokkal. Nyilvég: matrix anyag. Kettds nyilvég: filament6zus tartalma a
vezikulumnak. Nyil: hatarfeliilet. Bar: 500 nm. 8. dbra: Id6sebb hifa-hurok. Fekete nyilvég: plazmolemma. Fehér
nyilvég: fenolikus-anyag szerii diisulds a matrix anyagban. Nyil: hatéarfeliilet. Bar: 500 nm.

hifék falara (5. 7. abra). A hifakat fed6 anyag és a gazdasejtek falan talalhat6 réteg azonos
megjelenésii (6. 7. abra) és folytonos is azokon a helyeket, ahol a hifak attérik a névény
sejtfalat. A hifakat borité filament6zus anyag vastag helyein nagy elektron-elnyelésii,
valésziniileg fenolikus anyagok feldusulasai is el6fordulnak (8. abra). A gyokérsejtek
vakuolarizaltak, a vakuolumok kevés filamentézus anyagot is tartalmaznak, a

citoplazmaban megfigyelhetéek a sejtorganellumok (6. 7. abra). A hifak penetracios
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9.-13. abra: A Botrychium virginianum gyokerében 1év6 arbuszkulumok elektron-mikroszképos felvételei.
9. dbra: Egy arbuszkulum eldgazasai. Nyilvég: gliikogén szemcse. Kettds nyilvég: hatarfeliilet. Bar: 2pum.
10. abra: Egy teljes arbuszkulum attekint6 képe. Nyilvég: gliikkogén szemcse. Kettds nyilvég: hatarfeliilet.
Nyil: sejtmag. Bar: 3 pm. 11. 4bra: Dichotomikusan elagazd, lebeny-szerii végzddése egy
arbuszkulumnak. Nyilvég: glikogén szemcse. Kettdés nyilvég: hatarfelilet. Bar: 2 pm. 12. dbra:
Arbuszkulum koriili hatarfeliilet. G: gliikogén. IF: hatarfeliilet. PC: novénysejt. Nyilvég: plazmolemma.
Kettds nyilvég: matrix anyag. Nyil: gombasejt fala. Bar: 250 nm. 13. dbra: Vastag matrix anyaggal boritott
Osszeesett arbuszkulum. Nyilvég: plazmolemma. Kettds nyilvég: fenolikus anyagokra emlékeztetd tartalma
a matrix anyagnak. Nyil: az sszeesett arbuszkulumot képz6 hifa. Bar: 250 nm.
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helyein a gazda sejtfalanak vastagsiga megnd, melynek az oka a fal laminaris rétegeinek
divergalodasa (6. abra).

Az arbuszkulumok ritkasan 4gaznak el, végz6déseik szélesek (9. 10. 11. é4bra).
Habédr némely metszeten az eldgazddasok elkeskenyedni latszanak a végek el6tt, a
sorozatmetszetek vizsgalataval tisztazédott, hogy ez csak a metszés kévetkezménye (9. 10.
11. abra). Az elagaz6dé hifdk vastagsidga 4.5-5.5 pm (9. 10. 11. abra). Az
arbuszkulumokat formalé hifak vakuolarizaltak, néha filament6zus vakudlum tartalommal,
gliikkogén raktarozasok gyakran el6fordulnak (9. 10. 11. abra). A hifak sejtfalai 20-40 nm
vastagok, laza filamentézus anyaggal boritottak (12. abra). Ennek a filament6zus rétegnek
a vastagsaga €16 arbuszkulumokon 70-100 nm, 6sszeesett arbuszkulumokon a vastagsaguk
nd, mintegy 100-150 nm lesz. Ilyen részeken siirlibb, valdszintileg fenolikus anyagokat
tartalmaz6 részek is megfigyelhetéek (13. abra). Az arbuszkulumokat tartalmazé
gazdasejtek vakuolarizaltak, a vakuolumokban filamentézus anyagokkal (9. 10. 11. abra).
Sejtplazmajuk organellumokban — ugy mint plasztisz, mitokondrium, endoplazmatikus
retikulum — gazdag (9. 10. 11. 4dbra). Az Gsszeesett arbuszkulumokat tartalmazé sejtek

hasonlé tartalmi vakuolumokkal és sejtorganellumokat tartalmaz6 citoplazméval birnak.

3.2. A fiilophazi teriileten végzett vizsgilatok eredményei

3.2.1. Statusvizsgalatok

A fiilophazi homokteriileteken a munkak soran 29 kiilonb6z6 csaladba tartoz6 89
noévényfaj egyedeinek gyokérmintait vizsgaltuk és jellemeztiik (5. tablazat).

29 novényfa) gySkérmintdiban nem talaltunk mikorrhizakra jellemz6 struktirakat.
Harom esetben - Ogymint a Minuartia verna ssp. collina, Silene otites és Sedum
hillebrandtii - csak vezikulumokat figyeltiink meg, arbuszkulumok €s hifa-hurkok nélkiil.
A 29 noévényfaj 62%-a tartozik a Brassicaceae (5 faj), Caryophyllaceae (9 faj) és
Chenopodiaceae (4 faj) csalddokba (5. tablazat). A nem-mikorrhizalt fajok kozil 18
gyokerében voltak endogén szeptalt hifék, ezeknél 14 faj esetében mikroszklerécium szerii
struktirakat is megfigyeltiink, és 6 esetben spoéra-szerli képletek is el6fordultak (5.
tiblazat). Néhany faj esetében - pl. Alyssum tortuosum, Erophila verna és néhany

Caryophyllaceae csaladba tartoz6 faj - ezen endogén strukturak nagy intenzitdst
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5. tablazat: A fiilophézi teritlet ndvényeinek mikorrhizéi és egyéb gyokereken eléfordulé gomba struktarai.
Hasznalt roviditések: I: Kolonizicié intenzitasa, E: kolonizaci6 kiterjedtsége, V: vezikulum, A: arbuszkulum, L:
hifahurok, E: ektomikorrhiza, s: szeptélt endogén hifa, ms: mikroszklerécium-szerii struktira, sp: spéra szerii
képlet, Ex: exogén hifék, a: széles, szeptélt hifa, es: szeptalt hifa, v: személcsos, széles, szeptalt hifa, n: nem-

mikorrhizaltnak tekintett faj.

Novény I E Struktirdk  Ex. Novény I E  Struktarak Ex.
Aceraceae Dipsacaceae
Acer negundo L. C5 VAE+sms es Scabiosa ochroleuca L. B 4 VLtsms es
Apiaceae Euphorbiaceae
Pimpinella saxifraga L. C 4 V,ALtsms Euphorbia cyparissias L. n
Asclepiadaceae Euphorbia seguieriana Necker B 4 VAL
Asclepias syriaca L. Cc3 V,A €s Fabaceae
Asteraceae Astragalus onobrichis L. C 5 VAL+tsms es
Ambrosia artemisiifolia L. B 4 V,A,L Astragalus varius Gmel. C 5 V.A+s es
Anthemis ruthenica M. B. C 4 V,A,L+s es Cytisus ratisbonensis Schaef. A2 V,A.L+s
Artemisia campestris L. CSs V,A,L+s Medicago minima (L.) Grufbg. C 5 VAL+tsms aes
Centaurea arenaria M. B. ex Willd. C 4 V,AL+sms Ononis spinosa L. C 5 V.A.L+s
Chondrilla juncea L. B 4 A,L+s Lamiaceae
Conyza canadensis (L.) Cronqu. C 4 V,A,L+s Teucrium chamaedrys L. C 4 VALtsmss ages
Crepis rhoeadifolia M. B. C 5 VAL+tsms ages Thymus odoratissimus Mill. C 4 V.A+s es
Echinops ruthenicus (Fisch.) M. B. C S5 V,L Liliaceae
Helichrysum arenarium (L.) Moench C 4 V,A,L+s Asparagus officinalis L. C 5 V,AL
Odontites lutea (L.) Clairv. C3 L+s es Muscari comosum (L.) Mill. B 3 V,AL+sms
Senecio vernalis W. et K. n a,es Onagraceae
Solidago virga-aurea L. C 4 V,A,L+s aes Oenothera biennis L. B 3 A+smssp
Tragopogon floccosus W. et K. B 3 VAL Plantaginaceae
Berberidaceae Plantago arenaria W. et K. B 3 V,A,L+s
Berberis vulgaris L. C4 VAL+sms es Poaceae
Boraginaceae Bothriochloa ischaemum (L)Keng B 3 V,L+s.ms aes
Alkanna tinctoria (L.) Tausch CS5s VAL Bromus squarrosus L. C 4 VA+tsms es
Buglossoides arvensis (L.)1. M. Johnst. B 2 Ats €s Bromus tectorum L. n es
Myosotis stricta Link n aes Calamagrostis epigeios (L.)Roth C 4 V,A,L+s es,a
Onosma arenaria W. et K. CS5s V,A,L+s Cenchrus incertus M. A. Curtis n s,ms €s
Brassicaceae Cleistogenes serotina (L.) Keng C 5 VAL+tsms ages
Alyssum tortuosum W. et K. n s,ms €s,a Cynodon duactylon (L.) Pers. C 4 V.AL
Alyssum turkestanicum Regel et Schmahl. n Festuca vaginata W. et K. Cs V,AL+s
Erophila verna (L.) Chev. n $,ms,sp Koeleria glauca (Schkuhr) DC. B 3 VAL+sms es
Erysimum canum (Pill.) et Mitterp. n s es Poa angustifolia L. C 4 VAL
Sisymbrium orientale Torn. n es Poa bulbosa L. n S,ms.sp es
Caryophyllaceae Secale sylvestre Host B 4 VAL+sms ages
Arenaria serpyllifolia L. n s,ms,sp €s,a Setaria viridis (L) P. B. B 2 AL+sms €s
Cerastium semidecandrum L. n s,ms a,es Stipa borysthenica Klokov A2 L aes
Dianthus serotinus W. et K. n s a.es Stipa capillata L. C S5 V,A.L+s
Gypsophila fastigiata L. n s a,es Tragus racemosus (L.) All. B 2 L+s
Gypsophila paniculata L. n es Polygonaceae
Holosteum umbellatum L. n s,ms a,es Polygonum arenarium W. et K. n
Minuartia verna (L.) Hiern.2 n V+s,ms aes  Rosaceae
Silene conica L. n s,ms,sp es Crataegus monogyna Jacq. C 5 V,A L+s aes
Silene ofites (L.) Wib. n  Vismssp aes Potentilla arenaria Borkh. B 4 V.,L+s a.es
Chenopodiaceae Rubiaceae
Bassia laniflora (S. G. Gmel.) A. 1. Scott n Galium verum L. C s VAL
Chenopodium album L. A1l VAtsms es Salicaceae
Corispermum canescens Kit. n S Populus alba L. C 5 V,ALE
Corispermum nitidum Kit. n es Salix repens L.} C 5 LE+tsms ages
Salsola kali L. n Scrophulariaceae
Cistaceae Linaria genistifolia (L.) Mill. C 4 VAL
Fumana procumbens (Dun) Gren.etGodr. B 4  V,ALE+s ages Verbascum lychnitis L. C S5 V.A.L
Helianthemum ovatum (Viv.) Dun. C 5 V,ALE+sm aes Veronica praecox All. B 3 V,AL+sms aes
Crassulaceae Simaroubaceae
Sedum hillebrandtii Fenzl n V+s,ms aes Ailanthus altissima (Mill.) Swingle B 4 V,L+s.ms es
Cupressaceae Violaceae
Juniperus communis L.. Cs5 V,A,L €s Viola kitaibeliana R. et Sch. B 3 V,A L+s a.es
Cyperaceae Zygophyllaceae
Carex liparicarpos Gaud. n S,ms es,a Tribulus terrestris L. n s,ms a.es
Carex stenophylla Wahlbg, n s,ms,sp €s,a
Scirpoides holoschoenus (L.) Sojak C 4 V,A+s es

1 ssp. arenaria (W. et K.) Domin; 2 ssp. collina (Neilr.) Domin; 3 ssp. rosmarinifolia (L.) Hartm.
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kolonizacidja volt megfigyelhetd. Exogén szeptalt hifa 22 nem-mikorrhizalt fajnal fordult
eld, 14 faj esetében a gyokereken széles, szeptalt hifdk, mig 5 faj gyskerein pigmentalt,
szemOlcsos hifék is el6fordultak (5. tablazat).

60 novényfaj - a vizsgalt fajok 67%-a - gySkerében fordultak elé mikorrhiza
struktardk. A fajok tobb mint felének a gyokereiben vezikulumok, arbuszkulumok és hifa-
hurkok egyiittesen voltak jelen (5. tdblazat). A kolonizacié intezitasa elég magas volt,
hiszen 38 C, 19 B és 3 A tipust becsiiltiink. A kolonizacié kiterjedése is altaldban nagy
volt, 78%-a mikorrhizas fajoknak tartozott a 4-es és 5-Os osztalyba, szimszerint 23 és 21
faj (5. tablazat). Ot faj - Acer negundo, Fumana procumbens, Helianthemum ovatum,
Populus alba and Salix repens ssp. rosmarinifolia - gydkerein ektomikorrhiza struktirak
voltak megfigyelhetéek, de mindegyikilk gyokerében el6fordultak mas, endogén
mikorrhiza struktirdk is (5. tdblazat). A mikorrhizalt névények héromnegyedének
gyOkereiben voltak szeptalt endogén hifak a mikorrhizak mellett, ebbol 22 faj gyokerében
voltak mikroszklerécium-szeri struktirak, és csupéan két fajnal voltak spdra-szerii képletek
a gy6kerekben (5. tablazat). HozzavetOlegesen a fajok felének gyokerén voltak exogén
szeptalt hifdk, 17 ezekbdl széles szeptalt hifikkal, melyek koziil 6t faj esetében voltak

szemolcsos, pigmentalt hifak ezek kozott (5. tablazat).

3.2.2. A Helianthemum ovatum természetes ektomikorrhizai

A fiilophazi teriileten a Helianthemum ovatum gyokerein taldlt két kiilonbozo
mikorrhiza jellemzését végeztiik el.

Egyikilket az azonositatlan mikorrhizdk megnevezési szabalyai szerint
.,Helianthemirhiza hirsuta” ideiglenes névvel jeloltiik. A mikorrhiza vilagos barnis,
egyszerli, vagy monopodidlis féslis elagazasi rendszerii (14. éabra). Felszinét a fehér
kidgazo hifak szOrossé teszik, néhol vattasan szords foltok is el6fordulnak. Rhizomorfa
szerii képletek ritkan megfigyelhetdek voltak a mikorrhizék kériil. A mikorrhiza kdpenye
nem mutat semmilyen szinvaltozast kémiai reagensekkel, és sem UV-fény hatdsdra, sem
autofluoreszcens vizsgalata nem mutat megfigyelhetd reakciét. A kopeny kiilsé felszinét
stirli hifarendszer boritja, melyb6l a kidgazd hifdk indulnak (15. 17. 4bra). A kidgazd
szeptalt hifak roévid nyilt, vagy hosszi, egyszerli szeptélt, zart anasztomdzisokkal
kapcsolodnak ossze; az anasztomozisok gyakoriak a hifdk végeinél (15. abra). A kidgazo

hifadk konyok-szerli torése gyakori. A kopeny kiilsé rétege plektenchimatikus, egyszeri
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14.-19. abra: A , Helianthemirhiza hirsuta” morfolégiai jellemz6i. 14. dbra: A mikorrhiza habitus
képe. 15. abra: Siriin eldgaz6 kidgazd-hifak kiilonboz6 anasztomozisokkal. 16. abra: Felszini képe és
optikai metszete a rhizomorfa szerii hifakotegnek. 17. abra: A képeny plektenchimatikus kiils6 rétege,
felszinén a kidagazo hifakkal. 18. abra: A kopeny kozépso rétege. 19. dbra: A kopeny belso felszine. (A
15.-19. abrakhoz tartoznak a 20 pm-es barok.)

valaszfalakkal szeptalt, csat nélkiili széles hifak alkotjak, melyek sokkal vastagabbak, mint
a kiagazo hifak (17. 18. abra). A réteg szabalytalan, egyes helyein viszont a hifdk gyfri-
szer(i rendezddése megfigyelhetd (A és B tipus, Agerer 1991). A kopeny kozépso rétege
szintén differencialatlan, kompakt, a bels6é réteg felé a plektechimatikus szerkezet
pszeudoparenchimatikusba megy at, felismerheto hifas elemekkel (18. 19. abra). Ezt a
réteget is széles hifdk alkotjak. A mikorrhizéhoz rhizomorfékra emlékeztetd hifanyalabok
kapcsolddnak, melyeket lazan 6sszekapcsolodott szeptélt hifdk alkotnak.

A masik azonositatlan ektomikorrhiza a ,.Helianthemirhiza latihypha” nevet kapta.
Nehezen észrevehetd, barna szinli, leggyakrabban egyszerli eldgazasi rendszert
ektomikorrhizdkat képez. A mikorrhiza felszinét néhol gyengén kidgazé hifak teszik

enyhén szorossé. A mikorrhiza kdpenye az &sszes kémiai reagensre negativan reagél, és
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sem az UV-fénynek, sem az autofluoreszcens vizsgalatnak nincs megfigyelheté hatasa. A
mikorrhiza kOpenye nagyon vékony, szinte lehetetlen bel6le kopenypreparatumot
késziteni. A kopenynek a kiils6 rétege nem tekinthetd kompaktnak, néhol a siiriin szeptalt,
csat nélkiili hifak kozott zselatindzusnak tlind matrix-anyag figyelhetdé meg (20. 4bra). A

hifdk nagyon szélesek, plektenchimatikus, differencidlatlan szerkezetli vékony kopenyt
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20.-22. abra: A , Helianthemirhiza latihypha™ anatémiai jellemz6i. 20. dbra: A
mikorrhiza felszine a kopeny kiils6 rétegével. 21. abra: A kopeny kozépso rétege. 22.
dbra: A kopeny belso nézete. (A 20.-22. dbrdhoz ugyanaz a 20 pm-es bér tartozik)

alkotnak (20. éabra). Egyes helyeken elég vastag ahhoz a kopeny, hogy a bels6 rétegeirdl is
képet alkothassunk, mely réteg ezeken a részeken inkdbb pszeudoparenchimatikus
szerkezetet mutat, nagyon széles, nagy sejtekkel (22. &bra). A két réteg kozott néhol
kivehetd6 egy szerkezetében atmeneti kozépsé réteg (21. ébra). Egyértelmiien a
mikorrhizahoz tartozé rhizomorfa nem volt megfigyelhet6. A kidgazé hifakon, és gyakran
a mikorrhizak felszinén egyértelmi volt, hogy idegen hifak is eléfordultak. Altalaban a
hifak szintelenek voltak, bar idésebb részeken a hifék sarga, sargasbarna pigmentacioja is
megfigyelhetd volt.

A mikorrhizdk azonositdsa céljabol a teriileten gy(jtott termdtestekbol és a

mikorrhizakbol felszaporitott ITS RFLP vizsgélatat is elvégeztiik, mely kiértékelhetd volt.
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Az egyértelmien kideriilt, hogy egyik bazidiumos termoétesttel sem azonos a két
mikorrhiza, és egymastdl is kiilonbozik. A morfol6giai alapon csak sejtett, Sregedéssel
egylitt jar6 pigmentacidt viszont igazolta, mert két azonosnak tételezett mikorrhiza
valoban hasonlé6 RFLP profilt mutatott. A szekvenilds is nehezen hasznalhaté
eredményekre vezetett, mert harom minta koziil ketté kevert volt. A kromatogramok kézi
atvizsgalasa €s ,tisztitdsa” majd a szekvencidk 6sszehasonlitdsa és Blast vizsgalata alapjan
biztosan csak annyit allithatunk, hogy a két mikorrhiza kiilénbozik, a masodik tipus
valoban eléfordul pigmentélt hifdkkal is, tovdbba azt, hogy mindkét mikorrhizat az
aszkuszos gombak kozé tartozo6 fajok képzik.

3.3. A Terfezia terfezioides in vitro gyikér-interakcioi

A 28-32 nap hosszi kisérlet soran a novények jol fejlodtek. A Helianthemum
ovatum n6vénykék 2-3 cm magasak voltak, 2-4 cm hosszu, elagaz6 gyokerekkel, mig a
Robinia pseudo-acacia facskak 3-5 cm magasak, 3-6 cm hosszisagu gyokerekkel
fixaldsukkor. A kontroll és az inokuldlt novények kozott nem volt szemmel lathato
kiilénbség.

A kontroll névények kéregsejtjei éltek, és nem mutattak kiilonbséget az inokulalt
névények €él6 kéregsejtjeitl. A kontroll gomba micéliumok szerkezete nem kiilonbozott
az inokulalt novényeknél a gyokereken kiviil megfigyelheté hifdktdl. A szeptalt hifak
vakuolizéltak voltak, lipid-cseppekkel és Woronin-testekkel, ez utdbbiak gyakran
rendezddtek a szeptumok kérnyékére. (33. 41. 42. 4bra)

A Helianthemum gyokereit kopeny-szer( hifatomoriilés fedte (23. 27. abra), ennek
stirlisége enyhén novekedett a foszfatkoncentracié emelkedésével. Ez a micélium-struktira
nem kapcsolddott szorosan a gytkerekhez, gyakran el is veszett a bedgyazasi procedura
soran. Ennek a hifatomegnek a jelenléte és tulajdonsiga a Robinia pseudo-acacia
gyoOkereinek esetében is ugyanez volt (35. 36. abra).

A legalacsonyabb foszfit koncentriciénal a Helianthemum ovatum gyokereinek
kolonizacidja nagyon gyenge volt. A hifdk kolonizéltadk a rhizodermiszt €s ritkdn néhany
kiilsé kéregsejtet (23. 31. 4abra). A hipodermisz tangencialis fala ugy tiint, hogy
megallitotta a hifdknak a kéregbe vald jutasat (23. 30. 31. dbra). A nem kolonizalt
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23.-29. abra: A Terfezia terfezioides — Helianthemum ovatum in vitro interakcié fénymikroszképos képei.
23. abra: A gyokér hosszmetszete hifakkal 0.6 mM foszfatnal. DC: rhizodermisz. Bar: 20 pm. 24. dbra: A
kolonizalt gyokér kéreg 1.2 mM foszfatnal. Nyilvég: intercellularis hifa. Bar: 20 pm. 25. abra: Kolonizalt
kéregsejtek és intercellularisok 2.4 mM foszfatnal. Bar: 8 um. 26. abra: Kolonizalt kéregsejtek 4.8 mM
foszfatnal. Nyilvég: intercellularis hifak. Béar: 20 pm. 27. abra: Egy kolonizalt gyokér hosszmetszete 2.4
mM foszfatnal. Nyilvég: intercellularis hifak. Bar: 20 pum. 28. abra: Kolonizalt kéregsejtek 4.8 mM
foszfatnal. Nyilvég: polifoszfat szemcsék, kettds nyilvég: novényi sejtfal. Bar: 8 um. 29. abra: Kolonizalt
rhizodermisz sejtek 9.6 mM foszfatnal. Nyilvég: novényi sejtfal, kettds nyilvég: Woronin-testek a szeptum
koriil. Bar: 8 pm.

Altalanosan hasznalt roviditések: CC: kéregsejt, CY: kozponti henger, H: hifa, IEC: intercellularis tér, L:
lipid, O: a gyokéren kiviili rész, PCW: névényi sejtfal, RD: rhizodermisz
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30.-34. dbra: A Terfezia terfezioides — Helianthemum ovatum in vitro interakci6 elektron-
mikroszkopos képei. 30. abra: Rhizodermisz sejtbe kiviilrdl betoré hifa 0.6 mM foszfatnal. VE:
vezikulum, C: kalléz. Bar: 500 nm. 31. dbra: Kolonizalt halott rhizodermisz sejt 0.6 mM foszfatnal.
Nyilvég: penetralo hifa. Bar: 2 pm. 32. dbra: Keményitd szemcse egy €16 kéregsejtben 0.6 mM
foszfatnal. S: keményité. Bar: 500 nm. 33. dbra: Hartig-hal6 az intercellularisban 2.4 mM
foszfatnal. Nyilvég: ujj szer(i struktirak. WB: Woronin-test. Béar: 1um. 34. dabra: Kolonizalt
kéregsejtek €s a kozponti henger kiilsé rétege 2.4 mM foszfatnal. ED: endodermisz, nyilvég:
plazmodezma. Bar: 1 pum.
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kéregsejtek éltek, nagy vakuolumok é€s keményitészemcsék voltak megfigyelhet6ek
benniik (31. 32. abra). A kolonizalt sejtek halottak voltak. Néhany helyen, ahol a hifak
betdrtek a kéregsejtekbe, az €16 szomszédos sejtek kalléz berakddassal erfsitették meg
sejtfalukat (30. dbra). A penetracios helyeken a hifakban tartalmukat iirit6 vezikulumok is
el6fordultak (30. abra).

Az 1.2 mM-os foszfatszinten er6sebb volt a kolonizici6. Az Osszes kéregsejtet
kolonizaltdk a hifak, és intercellularis hifik is megfigyelhetéek voltak a kéregben (24.
abra). A kolonizélt kéregsejtek mind elhaltak, a degradacio kiilonb6z6 szintjein alltak. A
kozponti henger sejtjei éltek, egy gyokérben a hifdk a trachedkban is megjelentek. A
kéregsejteknél a  penetraciés helyeken megfigyelhetéek voltak  védekezd
sejtfalvastagodésok, a hifédk sejtfal attéréseinél semmiféle sejtfalanyag folytonossédga nem
volt megfigyelhet6. Az intercellulasi hifdk szorosan illeszkedtek a sejtfalakhoz, viszont
semmiféle strukturalis differencidlédést sem lehetett megfigyelni ezen helyeken.

A 2.4 mM-os foszfatkoncentraciénal a hifdk minden kéregsejtet kolonizaltak, és a
kolonizécié intenziv volt (25. 27. abra). Minden kolonizalt sejt elhalt, néhol a sejttartalom
maradvéanyai még megfigyelhetéek voltak, egyes helyeken pedig sejtfalanyag berakodasok
voltak a hifdk penetraciés helyein. Az intercellularis hifdk szorosan illeszkedtek a
sejtfalakhoz, és ujj-szerii strukturédk alakultak ki egyes helyeken (33. abra). A kozponti
henger €s az endodermisz sejtjei €letben voltak, néhol az utébbiba mar megprobaltak
bet6rni a hifak (34. 4bra).

A 4.8 és 9.6 mM-os foszfatkoncentracional a kéreg kolonizicidja teljes volt, a
rhizodermisz és a kéreg sejtjeit teljesen megtoltotték a gyakran szeptalt, elagazd, néha
kiszélesedo hifak (26. 28. 29. abra). Az §sszes kolonizalt sejt elhalt, mig a kézponti henger
és az endodermisz sejtjei éltek.

A Robinia pseudo-acacia gyokereit nem kolonizaltdk hifdk 0.6 mM-os foszfat
szinten, még a rizodermisz sejtjeit sem. A kéregsejtek éltek, nagy vakudlumaik voltak, a
sejtekben keményité nem volt.

1.2 mM-os foszfatkoncentraciéndl néhany rizodermalis sejtet mar kolonizaltak a
hifdk és néhany helyen gyengén a kéregsejteket is. A kolonizalt sejtek elhaltak, az

intercellularis hifdknal semmiféle specidlis anatomiai struktira nem volt megfigyelhetd.
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35.-38. dabra: A Terfezia terfezioides — Robinia pseudo-acacia in vitro interakcié fénymikroszk6pos képei
9.6 mM-os foszfatkoncentracional. 35. abra: Egy kolonizalt gyokér radidlis hosszmetszete. Nyilvég:
kolonizalt fa elemek. Bar: 40 pm. 36. dbra: Kolonizalt rhizodermisz és kéreg sejtek. Nyilvég:
intercellularis hifak. Bar: 20 um. 37. dbra: Kolonizalt kéregsejt. Nyilvég: intercellularis hifa. Bar: 8 um.
38. dbra: Kolonizalt trachea. Bar: 8 um.

2.4 mM-os foszfatszinten a legtobb rizodermiszsejt kolonizalt volt. Néhany helyen
sejtfal meger6sodések voltak megfigyelhetéek a penetracios helyeken (39. abra). A
kéregsejtek nagyrészét nem kolonizalta a gomba. Minden kolonizalt sejt elhalt.

A 4.8 mM-os foszfatkoncentracional az Osszes rizodermiszsejt és kéregsejt
kolonizalt volt, az eldbbi erdsen, az utébbi gyengébben. Minden kolonizalt sejt elhalt (40.
41. abra), a kozponti henger sejtjei viszont éltek.

A 9.6 mM-os foszfatkoncentracional minden rizodermiszsejt és kéregsejt
kolonizalt volt, a hifak majdnem teljesen kitoltotték a sejteket (35.-38. abra). Habar a
kozponti henger parenchimasejtjei él0k és hifaktol mentesek voltak, a tracheakban gyakran
elofordultak hifak (35. 38. abra). Akarcsak a tobbi foszfatkoncentracional, ennél a szintnél
sem fordultak el6 ujj-szerii képletek a Robinia gydkerében 1évé intercellularis hifaknal (40.
41. abra). A penetracios helyeken a hifak és a sejtfal kozott semmiféle kontinuitds nem

volt megfigyelhetd (42. abra).
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39.-42. abra: A Terfezia terfezioides — Robinia pseudo-acacia in vitro interakcié elektron-mikroszkopos
képei. 39. abra: Halott hifa a gyokér felszinén, €16, megvastagodott fali rhizodermisz sejttel 2.4 mM
foszfatnal. Bar: 500 nm. 40. 4bra: Osszeesd hifa egy kolonizalt kéregsejtben és intercelluléris hifa 4.8 mM
foszfatnal. Nyilvég: szoros illeszkedése a sejtfalhoz a hifanak, kettds nyilvég: Osszeesett sejttartalom, V:
vaku6lum. Béar: 1 pum. 41. dbra: Intercellularis hifa 4.8 mM foszfatnal. Nyilvég: lehetséges hatarfeliilet,
kettos nyilvég: Osszeesett sejttartalom. Bar: 500 nm. 42. abra: Sejtfalon attér6 hifa 9.6 mM foszfatnal.
Nyilvég: diszkontinuus sejtfal, WB: Woronin-test, S: szeptum. Bar: 500 nm.
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3.4. Az alfoldi erd6kbél szarmazé ektomikorrhizik jellemzése

3.4.1. A Tuber rapaeodorum ektomikorrhizaja

A mikorrhiza barnas,
monopodialis fésiis, néha piramidalis
elagazasu rendszer(i (43. 4bra). Felszine
sima, kissé szemcsés, melyet a mar
sztereomikroszkop nagyobb
nagyitdsainal is megfigyelhetd
cisztidiumok okoznak. Nagy méreti,
akar centiméteres mérettartomanyu
mikorrhiza rendszereket is talaltunk (43.
abra). Sem rhizomorfdk, sem kidgazé
hifak nem voltak megfigyelhetdek. A
friss anyag nem adott szinreakciot egyik
fontosabb reagenssel sem. A kopeny
legkiilsé rétegét egy hifahalézat alkotja
— ez az Agerer-féle (1991) P tipus
jellemzdje, de annak angularis a
pszeudoparenchimatikus  kdpenye —
melybdl kidgaznak a 20-50 pm
hosszisagu, el nem 4gazé cisztidiumok
(44. 45. é4bra). A kopeny kiilso rétege

pszeudoparenchimatikus  epidermoid,

szabalytalan, vastag falu sejtekkel,
mely alapjan az Agerer-féle (1991)
M tipusba sorolhat6 (46. 4bra). A
kopeny belsé rétege is pszeudo-
parenchimatikus, szerkezetében nem

tér el a kiilso rétegtdl, és az ezt alkoto sej

43.-47. abra: A Tuber rapaeodorum ektomikorrhizaja. 43.
dbra: Egy fejlett mikorrhizarendszer. 44. abra: Cisztidiumok.
45. abra: A felszint borit6 hifahéal6zat, cisztidiumokkal, alatta a
kopennyel. 46. abra: A kopeny kiilsd rétege. 47. abra: A
kopeny szerkezete beliilrél. (A 44.-47. é&brakhoz ugyanaz a
20pm-es bér tartozik.)

tek is vastag faltiak (47. abra).
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A molekularis vizsgalatok sordan két mikorrhiza minta ITS régiojat tudtuk
amplifikalni és szekvenalni. A Blast keresésbol kivalasztott, termétestekbdl szarmazo ITS
szekvencidkkal a tobbmintas illesztés nem volt egyértelmi, csupan az 5.8-as gén és az

ITS2 régid egy részének illesztése volt hasznalhato, igy Gsszesen 369 bp hosszu illesztést

T. brumale

T. indicum 3

T.indicum 4y pimalayense

T. indicum 1,2
T. melanosporum 4

Cho. meandriformis 1,2 T. melanosporum 1,2,3

T. excavatum MIKORRHIZA — HU 182

T. rapaeodorum
/ MIKORRHIZA — HU 144
T. ferrugineum
T. dryophilum

T. puberulum T. borchii 1,2.3.4
T. maculatum

0.1

48. abra: A termoétest adatok alapjan feltételezetten a Tuber rapacodorum altal képzett mikorrhizak

Tuber, Cho.: Choiromyces. Cho. meandriformis 1: AF073508, 2: AF003910; 7. bhrumale:
AF132504; T. indicum 1: AF300823, 2: AF132502, 3: AF300824, 4. AF300822; 7. himalayense:
AF132503; T. melanosporum 1: AF132501, 2: AF300826, 3: AF300827, 4: AF300825; T.
rapaeodorum: AJ278140; T. borchii 1: AF003920, 2: AJ002510, 3: AF132505, 4: AF 250291; 7.
maculatum: AF003909; T. puberulum: AF003918; T. dryophilum: AF003917; T. ferrugineum:
AF132506; T. excavatum: AF073509.

hasznaltunk az elemzésekhez, dsszesen 24 objektummal. Mind a harom szamitasi mod
ugyanolyan eredményre vezetett, ezért csak a NJ modszerrel késziilt, bootstrap eljarassal
vizsgalt fa jol reprezentdlja az eredményeket (48. abra). A fan nem tiintettem fel a

bootstrap értékeket, azok a hatdrozas szempontjabol fontos eldgazasok mindegyikénél
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magas értékek voltak. A fiban a két feltételezhetben Tuber rapaeodorum mikorrhiza

szekvencidi egyértelmiien egy csoportba rendezédtek a génbanki Tuber rapacodorum

szekvenciaval, és é€lesen elhatdrolodott a Tuber borchii csoporttdl és egyéb Tuber

csoportoktol (48. abra).

3.4.2. A tomentelloid mikorrhizak molekularis vizsgalatai

A munkdk sordn négy mikorrhizabol sikeriilt a magi rDNS ITS szakaszat

amplifikélni €s szekvenalni. A Blast keresoprogram segitségével kivalasztott 2 izolatum. 6

mikorrhiza €s 38 azonositott termétestbdl szarmazo ITS szekvencidkkal végeztik a

To. stuposa (AF272902)
mikorrhiza (TSU83476)
_é mikorrhiza (TSU83479)
MIKORRHIZA - HU 86 <«
To. stuposa (AF272944)
To. stuposa (AY010277)
] izolatum (AF272938)

mikorrhiza (TSU83470)
—:_ mikorrhiza (TSU83477)

MIKORRHIZA - HU 170
—_{_"; MIKORRHIZA - HU 134 (o)
MIKORRHIZA - HU 125 7

mikorrhiza (AF272916)

{ To. bryophila (AF272908)
To. lapida (AF272941)

mikorrhiza (AY010275)
To. subclarigera (AF272939)
To. badia (AF272937)

m To. atr ia (AF272904)
le e i e

To. badia (AF272917)

To. v issima (TRU83480)
To. galzinii (AF272932)
To. galzinii (AF272928)

To. viridula (AF272914)
To. coereula (AF272934)

izolatum (AY010274)

To. cinarascens (TCU83483)

Th. pseudoterrestris (AF272907)
To. cinarescens (AF272915)

To. lateritia (AF2729206)

To. sublilacina (AF272933)
L To. sublilacina (AF272929)
To. sublilacina (AF272935)
To. sublilacina (TSU83481)

[: To. sublilacina (AF323111)

Th. terrestris (AF272921)
sl E Th. terrestris (TTU83486)
Th. terrestris (AF272923)

To. ellisii (AF272913)

To. terrestris (AF272901)

Th. penicillata (TPU83484)
Th. americana (TAU83487)
To. terrestris (AF272911)

_{

To. lilacinogrisea (AF272910)
To. fuscocinerea (AF272942)

0.01

To. umbrinospora (AF272920)
To. pilosa (AF272925)

To. ferruginea (AF272909)
To. botryoides (AF272912)
To. punicea (AF272943)

49. abra: A tomentelloid mikorrhizak ITS szekvencia alapt azonositasahoz szamitott NJ fa a
geénbankbol szarmazé szekvencidkkal. Roviditések: To.: Tomentella, Th.: Thelephora.
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filogenetikai elemzést. Az illesztés jol Kkivitelezheté volt, kevés helyen mutatott
értelmetlen illeszkedést, igy az illesztés utan 566 karakter hosszisagt szakasszal tudtunk
dolgozni. A filogenetikai elemzés kiilonb6z6 moédjai hasonlé eredményre vezettek, igy
csak a bootstap modszerrel vizsgalt Neighbor-Joining mddszerrel késziilt fat mutatom be,
melyet az is indokol, hogy jelen esetben az elemzés célja ,,csupan” azonositids és nem
filogenetikai hipotézis feléllitdsa volt (49. abra). A bootstrap értékek az azonositas
szempontjabdl lényeges Osszes elagazast magasak voltak. A faban a négy mikorrhiza
koziil harom (HU 125, HU 134, HU 170) teljesen egyiitt maradt — ezek azonos teriiletr6l
és gazdanovényrol szarmaztak (2. tablazat) — mig egy (HU 86) kiilénvalt, de mind a
Tomentella stuposa kladjaba ékelodott be (49. abra).
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4. Az eredmények értékelése

Az alfoldi él6helyekhez kapcsolddd mikorrhiza vizsgélatok sok wj adatot
szolgaltattak a teriileteken eléfordulé mikorrhiza tipusokrdl, mind az egyes fajok, mind a
vizsgalt tarsulasok szintjén.

A kunfehértéi erdé azon fajai koziil, melyek gydkerében a vizsgalatok soran nem
talaltunk egyértelmii mikorrhiza-struktirakat, néhanyat a korabbi vizsgélatok is nem-
mikorrhizas fajként jellemeztek. Ilyenek példaul az Alliaria petiolata, a Saponaria
officinalis vagy a Chelidonium majus. Mas esetekben korabbi adatot nem talaltunk,
példaul a Thlaspi perfoliatum vagy a Cucubalus baccifer fajoknil, de ezek a névények
olyan csalddokba tartoznak, ahol altalanos jelenség, hogy nem mikorrhizaltak a névények.
Mas fajok esetében (pl: Urtica dioica és Stellaria media) mind mikorrhiza kapcsolat
jelenlétét, mind hidnyat jelzik korabbi vizsgalatok (Harley és Harley 1987), és ez ut6bbi
tulajdonsagot talaltuk mi is.

A nem-mikorrhizalt ndvényfajok ardnya a teriileten els6 ranézésre magasnak
tiinhet, viszont csupan ezen adatok alapjan téves kovetkeztetésekre juthatndnk a tarsulds
mikorrhizéltsigara vonatkozéan. Osszevetve az adatokat az erdd teriiletén korabban
végzett conoldogiai munkakkal (Bagi 1996, Csiky 1997) megaéllapithaté, hogy
nagyrészében mikorrhizas névények alkotjak a tarsuldst. Némely vegetacids idészakban az
aljnovényzet szintjén egyes nem-mikorrhizalt n6vények boritdsa magas lehet, de ennek
ellenére, 6sszességében mikorrhizés fajok jellemzik a novényzetet.

Néhany faj esetében, melyeket korabbi vizsgalatokban nem-mikorrhizaltként
tiintettek fel, a vizsgalt példanyokat endomikorrhizaltnak talaltuk, ilyen fajok voltak
példaul az Anthriscus sylvestris és a Ballota nigra. Néhdny fajnil mikorrhizaltsagra
vonatkozd korabbi adatokat nem talaltunk, példaul az Ailanthus altissima, az Ulmus
minor, a Veronica hederifolia és a Fallopia dumetorum esetében (Harley és Harley 1987).

A korabban a Terfezia terfezioides karakterisztikus endomikorrhiza strukturaiként
jellemzett képleteket (Bratek és mtsai. 1996) ezen munka soran is megtalaltuk a Robinia
pseudo-acacia gyokerében. Az éléhelyek, ahol a homoki szarvasgombat eddig
Magyarorszagon megtalaltak, minden esetben akacos teriiletek voltak (Babos 1981, Kiraly

és mtsai. 1992), mindemellett a holotipus él6helyének leirdsaban az akac egyaltalan nem
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szerepel (lasd Babos 1981). A jelen munkdban a Terfezia potencialis mikorrhiza
partnereként jel6lt ndvények kozonséges fajai az akdcosoknak. A lagyszaru fajok, mint
példaul a Brachypodium sylvaticum, a Viola odorata és a Glechoma hirsuta gyakori
aljndvényzet alkoték nemcsak a vizsgalt teriileten, de altalaban a legtébb Robinia erdében.
Ugyanigy a fasszaru ndvények, a Celtis occidentalis, a Crataegus monogyna, a Prunus
spinosa és az Ulmus fajok, gyakorta eléfordulnak elegyes akicosainkban. A Celris
occidentalis pédaul majdnem minden Terfezia terfezioides leldhely leirasban szerepel
(Babos 1981), és a Crataegus monogyna volt leggyakoribb cserjefaj a homoki
szarvasgomba névénycOnologiai vizsgalataiban (Kirdly és mtsai. 1992). Mivel mas
Terfezia fajok teljesen kiilonboz6 klimatikus és novényzeti 6vben élnek, semmi értelme
sincs annak, hogy a feltételezett mikorrhiza partnereket Osszehasonlitsuk, az viszont
megemlitendd, hogy egyarant talalhatéak a természetes mikorrhiza-partnerek kozott fas-
és lagyszéara névények (Kagan-Zur és mtsai. 1999, Taylor és mtsai. 1995).
RFLP profiljai teljesen megegyeztek. A fajon beliili RFLP variabilitas az ITS esetében is
megfigyelt jelenség, altalaban tavoli lelohelyek példanyai k6zott, mint példéaul a Laccaria
fajok esetében, ahol az RFLP kiilonbség korrelalt a geografiai tavolsaggal (Henrion és
mtsai. 1992), a Fennoskandinavia ektomikorrhiza képz6 gombéinal (Kiren és mtsai. 1997)
vagy példaul a Tuber indicum Cooke et Masse esetében (Paolocci és mtsai. 1997).
Kiilonos intraspecifikus heterogenitast dokumentaltak a Terfezia pfeilii RFLP vizsgalatai
soran, egy teriileten beliil két kiilonb6z0 RFLP mintazatot taldltak és egy termotest
vegetativ micéliumabol a két profil kevert képét is kimutattak (Kagan-Zur és mtsai. 1999).
Az ITS szekvenciak teljes egyezése a kunfehértdi teriiletrél szarmazo 3 minta és az
észak-olaszorsz4gi egy minta esetében az eddigi Terfezia adatok tiikrében egyedinek
mondhat6. A tSbbi magyarorszagi lelhelyrél szarmazé ITS szekvenciakkal is nagyfoki
az egyezés (Kovacs és mtsai. 2001). Mas Terfezia fajokndl lényegesen nagyobb
intraspecifikus kiilonbségeket dokumentaltak, a Terfezia boudieri Chatin esetében harom
térzs mutatott nagyfoku eltérést az ITS szekvencidban (Kagan-Zur és mtsai. 1998), de egy
hifan beliil is eltértek a szekvencidk (Aviram és mtsai. 2000b). A mar fentebb emlitett
RFLP kiilonbségek a Terfezia pfeilii esetében (Kagan-Zur és mtsai. 1999) szekvencia
szinten is bizonyitottak (Aviram 2000b). A Terfezia terfezioides ITS szekvenciijanak

homogenitasa lehetové tenné, hogy megbizhaté molekularis markerként fajspecifikus PCR
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primereket tervezésével a gazdandvények biztos azonositasat el lehessen végezni. Csupan
gombaspecifikus primerek hasznalata nem lenne elegend6, hiszen minden feltételezett
partner esetében mas endogén gombék is jelen voltak a gyokerekben. Ezzel a vizsgalattal
végre pontosan tisztazni lehetne, hogy milyen fajokkal van gytkérkapcsolatban a homoki
szarvasgomba.

Az ITS invariabilitds — szemben méas Terfezia fajok intraspecifikus eltéréseivel —
Onmagédban kevés barmilyen taxonémiai kovetkeztetés levondsiara. A korabban
Mattirolomyces terfezioides (Matt.) Fischer faj Trappe 1971-es Terfezia nemzetségbe valéd
soroldsanak helyességét tobb molekularis munka (Diez és mtsai. 1998, Percudani és mtsai.
1999, Kagan-Zur és mtsai. 2001) is megkérddjelezte mar. A régdta ismert elterjedési
kiilonbségek a Terfezia nemzetség tobbi fajatol, és az in vitro gy6kérkapcsolatok lényeges
eltérései — a morfolégiai hasonlésagok ellenére — szintén igazolhatjdk annak

sziikségességét, hogy a fajt visszasoroljak korabbi, kiilénallé nemzetségébe.

Mar a statusvizsgalatok sordn latszott, hogy a virginiai holdruta sporofitonja
arbuszkularis mikorrhiza kapcsolattal rendelkezik, de a részletes anatomiai vizsgalatok
egyértelmiivé tették, hogy a vizsgalt gazdanévény-gomba kolcsonhatas az arbuszkularis
mikorrhizak altalanos jellegzetességeit mutatja (Scanerini €s Bonfante-Fasolo 1983). A
Botrychium virginianum gyokerében talalt endogén gomba-struktirdk lokalizécidja és
anatomiai jellemzOinek legtobbje megegyezik az Ophioglossum reticulatum esetében
leirtakkal (Schmid és Oberwinkler 1996). Az arbuszkulumok viszont hatarozottan
kiilonbozéek. Az elagazasok robusztusak és nem szélesednek ki holyagokban a végeiken
mint azok a speciélis struktirak amelyeket az Ophioglossaceae csalad mas tagjaibol irtak
le (Boullard 1905, Burgeff 1938, Schmid és Oberwinkler 1996). A jelen munkaban
bemutatott arbuszkulum-struktira eltér a koralloid morfolégiajutdl is, melyet a Pteridium
aqulinium (L.) Kuhn sporofitonjdban (Boullard 1979) és az Ophiglossaceae csaladban is
megtalaltak (Schmid és Oberwinkler 1996). Az arbuszkulumok a ,,hagyomanyos”, vékony
elagazasokkal rendelkezd arbuszkulumoktdl is egyértelmilien kiilonb6éznek (Bonfante-
Fasolo 1984). A lebeny-szerli végzddések és a nagyon vastag, robusztus struktiirak er6sen
emlékeztetnek a Tridsz-kori fosszilis gyokerekbdl leirt arbuszkulumok jellemzoire

(Stubblefield és mtsai. 1987a, 1987b). Ennek a valdszinileg 6si arbuszkulum-formanak a
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jelenléte Osszhangban van a péfrany evoldcids helyzetével, akkor is, ha a struktirat a
novény, a gomba, vagy egyiitt mindketten is determinalhatjak.

Az arbuszkulumokat képzd hifak kiilonb6znek a hurkokat formaloktdl, akarcsak a
gazdasejtek, melyeket ez a két kiilonbozd struktira kolonizalt. A gliikogén partikulumok
gyakoribbak az arbuszkulum formalé hifdkban. Az arbuszkulumok sejtfala sokkal
vékonyabb mint a hurkokat képzé hifdké. Habar a filamentézus matrix anyag
vastagsaganak mérettartomanya atfed, altaldban az arbuszkulumokon vékonyabb ez a
réteg. A hifa-hurkok 4altal kolonizalt sejtek tartalmaztak keményit6t, mig az
arbuszkulumok altal kolonizaltak nem, ¢és az utdbbiak citoplazmaja nagyobb
mennyiségben tartalmazott sejtorganellumokat. Ezek a kiilonbségek a hurkok és az
arbuszkulumok funkcibival lehetnek &sszefiiggésben (Smith és Smith 1990), és azt
mutatjak, hogy a Botrychium virginianum mikorrhizajanak f6 funkciondlis strukturdi az
arbuszkulumok. A felhalmozott gliikogén mennyiségének kiilonbsége €s az, hogy az
arbuszkulumok &ltal kolonizalt sejtekbdl hidnyzik a keményitd, egyértelmiivé teszik, hogy
a cukrot az arbuszkulumok veszik fel. Ez az eredmény nem tdmasztja ald a szén és az
dsvanyi anyag atadas térbeli elkiiloniilésének hipotézisét (szén — hifahurkok, asvényi
anyagok — arbuszkulumok, lasd Smith és Read 1997). Habar eredetileg ez a modell csak
kozelitd javaslatként lett bemutatva (Gianinazzi-Pearson és mtsai. 1991, és lasd Bago
2000), a hipotézis eréltetése odaig vezetett, hogy az arbuszkulumokat mint a szén-
transzport szempontjabdl nem lényeges hatarfeliiletet allitjak be (Smith és Read 1997).

A Botrychium virginianum gyokerében a hurkokat formalé hifak vékonyabbak és
vastagabb faltiak, mint a Botrychium lunaria (L.) Sw. talajban €16 gametofitonjaban talalt
endogén hurokformdlé hifdk (Schmid és Oberwinkler 1994), de az ultrastruktiralis
jellemz6ik hasonléak. Az Ophioglossum reticulatum gyokereiben az arbuszkulumokat
koriillvevd nagy mennyiségli matrix anyagot dokumentéltak (Schmid és Oberwinkler
1996), szemben az arbuszkularis mikorrhizdkra altaldban jellemzével (Scanerini és
Bonfante-Fasolo 1983). A Botrychium virginianum esetében az arbuszkulumokat
koriilvevd filamentézus matrix anyag meglehetdsen vékony, és ez Gsszhangban van a
hatérfeliilet altalanos bélyegeivel (Bonfante 2001). Mig az Ophioglossum reticulatum
esetében az arbuszkulumok degradacidjaval parhuzamosan a keményité Gjra megjelent a
gazdasejtekben (Schmid és Oberwinkler 1996), a Botrychium virginianum esetében

arbuszkulumok altal kolonizalt sejtekben keményité nem volt megfigyelheté, még akkor
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sem, ha az arbuszkulumok teljesen Osszeestek. A mintagyiijtés idépontja a jelen
tanulmanyban kézel volt az éves vegetacids periddus végéhez, ez magyarazhatja azt, hogy
a novény mar nem tudta Gjratermelni a keményitdt azokban a sejtekben, melyekben
felszivodott.

A Dbaktérium-szeri képletek (BLO) Aaltalanos struktirak az arbuszkuléris
mikorrhizakban (MacDonald és Chandler 1981, MacDonald és mtsai. 1982), és az
Ophioglossaceae csaladbol is leirtdk Oket (Schmid és Oberwinkler 1994, 1996), a
Botrychium virginianum sporofitonjaban nem voltak megfigyelhetoek egyértelmiien BLO-
ra emlékeztetd képletek.

A virginiai holdruta mikorrhizdjanak morfolégidja nem illesztheté be a Gallaud
(1905) altal meghatarozott két f6 forméba, az Arum- és Paris-tipusba. Az elébbi tipust a
kiterjedt intercelluléris hifarendszer és az intracellularis arbuszkulumok jellemzik, mig az
utdbbi legfontosabb jellegzetessége az intracellularis hifa-hurkok és a rajtuk eléfordulé
kisebb arbuszkulumok (Gallaud 1905, Smith és Smith 1997). A Botrychium virginianum
sporofitonjanak mikorrhizaja a Paris- és Arum-tipus kozotti atmeneti forménak tekinthet6.
Intercelluléris hifak nem figyelhetéek meg, az intracellularis hurkokat ritkan elagazo hifak
képzik, és ezekbOl ledgazé hifdk attérve szomszédos sejtekbe hozzak létre az
arbuszkulumokat. Ezek a jellemzk azonosak a korabban, az Ophioglossum reticulatum
spororofitonjabdl leirt mikorrhiza (Schmid és Oberwinkler 1996) és az Ophioglossaceae
egyéb sporofitonjaibél dokumentalt mikorrhizak jellegzetességeivel. Habar mind a
gazdan6vény, mind a gomba meghatarozhatja, hogy milyen tipusii endomikorrhiza jon
létre (lasd Smith és Smith 1997 és a benne idézett referenciakat), a legfébb jellemz6i ezen

mikorrhizdknak ugy tiinik, kozos karakterei az Ophioglossaceae csaladnak.

Szdmos homokteriilet és diine novénytarsulds és néhany szaraz él6hely novényeit
vizsgaltak mikorrhizaltsdgukra vonatkozdan, ezeknek az éléhelyeknek a f6ldrajzi,
klimatikus €s edafikus viszonyaik hatarozottan eltérnek a doktori munkadm soran vizsgalt
fuléphazi teriilett6l. A korabbi homokgyepekre €s sziraz élohelyekre vonatkozd adatok
leginkabb mas kontinensekrdl szdrmaznak (pl. Miller 1987, Dhillion és mtsai. 1995,
Fontenla és mtsai. 2001), mig a homokbuckékra vonatkozé tanulméanyokat szinte

kizardlagosan vizparti dlinéken végezték (Nicolson 1960, Koske és Halvorson 1981,
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Giovanetti és Nicolson 1983, Koske 1988, Koske és Gemma 1990, Blaskowski 1994,
Corkidi és Rincon 1997).

A magyar Alf6ld teriiletein eddig végzett mikorrhizavizsgalatok, vagy csak egy
novényfajra koncentraltak (Jakucs et al 1999, Magyar et al 1999, Kovéacs és Jakucs 2001),
vagy a vizsgalt fajok szama volt alacsony és az eredményeket rosszul dokumentaltak
(Paradi és mtsai. 1998, Bratek 2000).

A hasonl6 alf6ldi novénytarsulasokban végzett vizsgélatok szerint szinte az Gsszes
novényt arbuszkularis mikorrhizasnak tiintették fel (Paradi és mtsai. 1998, Bratek 2000).
A jelen munka sordn a vizsgalt novényfajok jelentds hanyada bizonyult nem
mikorrhizaltnak. Legt6bbjiik olyan névénycsaladokba tartozik, mint a Chenopodiaceae,
Caryophyllaceae = és  Brassicaceae, melyeket  altaldnosan  nem-mikorrhizés
novénycsaladokként tartanak szamon. Némelyikiiket (4Arenaria serpyllifolia, Dianthus
serotinus, Silene borysthenica, Silene conica, Minuartia verna, Salsola kali, Bassia
sedoides és Alyssum montanum) vizsgaltdk a korabbi munkdk, és legtdbbjiiket
mikorrhizaltként tiintett€k fel (Paradi és mtsai. 1998, Bratek 2000), de ezeket a munkakat
komoly ellentmondasok — ndvényfajok konzekvens rossz csalddba sorolasa, szamszerii
Osszegzések hibai — teljesen megbizhatatlanna teszik.

A legtobb hideg id6szaki szubpesszimumra (kora tavasz) jellemzd egynyari
névény, mint az Arenaria serpyllifolia, Erophila verna, Cerastium semidecandrum,
Holosteum umbellatum és Myosotis stricta, akarcsak a szaraz id6szaki szubpesszimum
(késé nyar) karakterisztikus fajainak nagyrésze, mint a Bassia laniflora, Corispermum
nitidum, Corispermum canescens, Polygonum arenarium és Salsola cali, nem-
mikorrhizaltak. A homokgyepek novényfajainak aspektusok szerinti csoportositasat
(Karpati és Karpati 1954) nézve hasonl6 képet lathatunk, a nem-mikorrhizalt névények
leginkabb a korai és késéi aspektusokba tartoznak. Ezt a jelenséget a nem-mikorrhizalt
novényeknek a mikorrhizaltaktdl valé egyfajta idobeli szegregacidjaként magyarazhatjuk,
melyre a til erds kompetici6 elkeriilése érdekében van sziikség, mely stratégianak a térben
térténd megvaldsulasat mar leirtak (Francis és Read 1995). Ha figyelembe vessziik, hogy a
nem-mikorrhizalt fajok nagy része nem dominédns, és ez a rhizoszféra szintjén is
elmondhaté réluk — nagyrésziiknek gyenge, nem til mély gyokérzete van (Simon és
Bataouny 1971) — ezt szintén tekinthetjiik egyfajta térbeli szeparacionak. Mivel mas

Osszefliggés a mikorrhizaltsagi jellemzok és a rendelkezéstinkre all6 conoldgiai adatok
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ko6z6tt nem allapithaté meg, tovabbi vizsgalatok lennének sziikségesek a mikorrhizaltsag
és a tarsulas szerkezetének jellemz0i k6zotti 6sszefliggések tisztazasara.

A teriilet legnagyobb részét borit6 nyilt éveld homokgyepek dominans névényfajai
mind kolonizaltak mikorrhiza-képz6 gombakkal. Ezek a n6vényfajok a xerofil fiivek, mint
a Festuca vaginata, Stipa borysthenica, Koeleria glauca, és a legszegényebb talajokon a
térpecserje Fumana procumbens. A mélyedések stirilibb, rétszerli vegetaciéjanak uralkodd
fajai, mint a Poa angustifolia, Calamagrostis epigeios és a cserje Salix repens ssp.
rosmariniifolia szintén mikorrhizdltak. A nyilt egynyari homokgyepnek leginkdbb
dominans faja (Secale sylvestre) szintén mikorrhizélt, akarcsak a vegetacidtipus masik
fontos faja a Bromus squarrosus, de a Bromus tectorum gyodkereiben nem talaltunk
mikorrhizat. A zavart teriileteket urald gyomnovények szintén mikorrhizaksak. A
Cleistogenes serotina erdsen mikorrhizalt; ennek a fajnak az invéziéjat 1970-es évektol a
teriilet jelentds részén megfigyelték, de szerepe a homokgyepek névénytarsulasaban még
nem tisztazott (Bagi 1997, 2000, Molnar 2000). Annak ellenére, hogy relative magas
aranyban fordultak elé a vizsgalt novényfajok ko6zott nem-mikorrhizalt novények,
figyelembe véve a fentebb részletezett conoldgiai sajatsdgokat, elmondhatjuk, hogy a
teriileten a mikorrhizalt névényfajok dominalnak.

A legtobb agressziv, és — a teriilet skaldjan nézve — invazi6s faj (mint pl. az
Ailanthus altissima, Asclepias syriaca, Cleistogenes serotina, Ambrosia artemisiifoliu és
Conyza canadensis) endomikorrhiza-képz6 gombakkal kolonizalt, akarcsak a kunfehértéi
teriileten. Ez az eredmény 6sszhangban van egyes, az invaziv novények endomikorrhiza
kapcsolatair6l alkotott hipotézissel (Richardson és mtsai. 2000). Habar az invaziv
Cenchrus incertus nem mikorrhizalt, ez a faj pionir, a teriileten altaldban szabad
homokfelszineken sikeres (de Lisle 1963, Szigetvari 1999).

Az ektomikorrhizds névényfajok kevert kolonizicidja nem mond ellent a korabbi
adatoknak, melyeket a Populus alba, Salix repens fajokrdl és az Acer és Helianthemum
nemzetségekrol kozoltek (Harley és Harley 1987). A Fumana procumbens gyodkerein az
endomikorrhizaktdl az ekto-tipus felé to6rténé ontogenetikus szukcessziordl alkotott
hipotézist (Bratek 2000) nem tdmasztottak ala megfigyeléseink. A Cistaceae csalad egyik
torpecserjéje fajan sem talaltunk semmiféle Osszefiiggést a mikorrhizaltsag tipusa és az
egyedfejlodés szintje koz6tt, minden esetben egyarant ekto- és endomikorrhizak is

megfigyelhetdek voltak a gyokereken.

49



A szeptalt endogén gombastruktirakat és hifdkat — melyek altaldban a so6tét-
szeptalt formacsoportba tartoznak — majdnem minden égovrél és a gazdanévények nagyon
széles csoportjabol jelezték mér (Jumpponen és Trappe 1998). Mig az alpin és szubalpin
novénytarsuldsok esetében a sotét-szeptalt struktirakat alaposan tanulmanyoztak
(Haselwandter és Read 1980, Bledsoe és mtsai. 1990, Blaschke 1991, Stoyke és Currah
1991, 1992, Vire és mtsai. 1992), addig a homokgyepek és diinék esetében éltalaban csak
az arbuszkularis mikorrhizakat vizsgéltak, annak ellenére, hogy a sotét-szeptalt struktiarak
jelenléte homoki fajokban régéta ismert (Nicolson 1959, 1960, és lasd Jumpponen és
Trappe 1998). Az endomikorrhiza képletek mellett a jelen vizsgalatok soran a névények
nagy részében el6fordultak ezek a gomba-strukturak, akarcsak a kunfehért6i erdd esetében.
Sem a taxondmidja, sem a szerepe ezeknek az endogén gombaknak nem teljesen tisztazott,
bar ugy tlinik inkabb pozitiv, mint negativ a gazdandvényekre gyakorolt hatasuk. A
gyakori és altaldnos alpin el6fordulasuk ésszeri magyarazataként azt az eiméletet allitottak
fel, hogy jelent6ségiik a kornyezetben erdsodd stresszel egyre né (Vére 1992, Read és
Haselwandter 1981, Haselwandter és Read 1982, Stoyke és mtsai. 1992, Gardes és
Dahlberg 1996, Jumponnen és Trappe 1998). A gyakori eléfordulasuk ezeken az alfoldi
teriileteken alatamasztani latszik a jelenlétiik, jelent6ségiik €s a stressz kozotti osszefiiggés
hipotézisét, habar szerepiik az alpin tarsuldsukban az arbuszkuléris mikorrhiza kolonizacid

kis gyakorisaga miatt, val6szintileg fontosabb.

A fulophézi teriiletrdl gyujtott Helianthemum ovatum gyokerekrdl kimutatott két
ektomikorrhiza részletes anatomiai és molekuldris jellemzése alapjdn egyértelmiien
kiilonb6zik az ugyanezen a teriileten, szintén a Cistaceae csalddba tartozé Fumana
procumbens egyedeirdl leirt Hebeloma ammophilum Bohus és Inocybe heimii Bon
ektomikorrhizaktdl (Jakucs és mtsai. 1999, Magyar és mtsai. 1999). A ,,Helianthemirhiza
hirsuta” névvel leirt mikorrhiza anatdémiai jellemzése alapjan ugy tlint, hogy bazidiumos
gomba képezte ezt az ektomikorrhizat (Kovéacs és Jakucs 2001). Ezt a dolipdrus-szerii
struktirak jelenléte miatt feltételeztik, de a molekularis adatok egyértelmiien
megmutattak, hogy aszkuszos gombardl van szd. A Terfezia terfezioides ultrastuktira
vizsgalatai sordn tapasztalt jelenség, miszerint gyakran két-két Woronin-test rendezddik a
szeptumok koérnyékére és ez fénymikroszkoppal nagyon hasonlit a dolipdrusra,

magyarazatul szolgalt arra, hogy miként tlinhetett ez az ektomikorrhiza bazidiumos gomba
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altal képzettnek. Ez a Woronin-test elrendezddés nem csak a Terfezia terfezioides hifaiban
fordulhat el6, mas aszkuszos gombaknal is dokumentaltdk (Danielson 1984, Buscott és
Kottke 1990). Ezek tiikrében megkérddjelezhetdé ennek az ektomikorrhizdk Agerer-féle
(1991) leirasanal hasznalatos fénymikroszkOpos adatnak a megbizhatosaga. A
»Helianthemirhiza latihypha” a széles, siriin szeptalt hifak miatt mar morfoldgiai alapon
is aszkuszos gomba altal képzettnek tiint, melyet a molekularis eredmények
megerdsitettek. Ennek a mikorrhizénak az anatdmiaja nagyon emlékeztet azokra a
gyokérkapcsolatra, melyet ITE.]1 jellel irtak le azkuszos gomba ektomikorrhizajaként
(Ingleby és mtsai 1990).

Altalanosan elmondhato, hogy a teriileten dominalnak az aszkuszos gombak altal
képzett mikorrhizak és egyéb gyokérstruktirak, és sok esetben emlékeztettek azonositott
aszkuszos gombdk altal képzett formakra (Danielson 1982, 1984, Yang és Wilcox 1984,
Wang és Wilcox 1985). A dolog érdekessége, hogy ezen gombak ugy tlinik, kapcsolatban
vannak a DS gombakkal (Jumponnen és Trappe 1998) melyek szintén nagy gyakorisagu
gyokérkolonizaldk a teriileten. Erdekes, hogy kordbban ezeket a struktirakat elsésorban
nyitvatermd fakrdl irtdk le, és hasonléan a DS gombakhoz, elsdsorban magashegységi,
hideg teriileteken vizsgaltdk Oket. Egyes tulajdonsédgaiban még a ,Helianthemirhiza
hirsuta” is emlékeztet ezekre a mikorrhizakra, kiilonésen a képenyt alkotd széles hifak

tE]

miatt. Sajnalatos, hogy ezen érdekes, sokszor ,,pszeudomikorrhizdknak” is nevezett
gombakon, illetve a DS csoport taxonjain a molekularis vizsgélatokat altalaban nem az
ITS szakasz alapjan végezték, igy az altalunk nyert szekvencidk pontos azonositasukhoz

nem voltak hasznalhatoak.

A Helianthemum nemzetség mikorrhizaira irdnyuld vizsgélatok nagy részének a
targyat a Terfezia nemzetséggel képzett gyokérkapocslatai adjak. Fortas és Chevalier
Helianthemum guttatum novénnyel képzett mikorrhizajanak anatémidjara. A véltozd
foszfat tartalom hatasa a Terfezia terfezioides in vitro gyokérkapcsolataira szintén jelent6s
volt, igaz mashogy nyilvanult meg. A novekvd foszfattartalommal a kolonizacié mértéke
egyre emelkedett, mind egyre t6bb sejtet kolonizaltak a hifék, mind pedig egyre jobban
kitoltotték a sejteket. A kolonizacié mértéke a Helianthemum ovatum esetében 4.8 mM és

9.6 mM foszfatkoncentraciondl, a Robinia pseudo-acacia esetében 9.6 mM-os szintnél
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artefaktumnak tekinthetd. A tdpkézeg csokkentett tapanyag-koncentracidja altaldban segiti
a mikorrhizaci6t (Smith és Read 1997), jelen vizsgalatnal viszont a kiils6 cukorforras és a
relative magas tapanyag-koncentraci6 fokozta a kolonizaciét. Az alacsony tidpanyag-
koncentréciot tartottdk a mikorrhizaképzés gétlas okanak a Helianthemum sessiliflorum és
Terfezia leonis esetében (Roth-Bejerano és mtsai. 1990, Kagan-Zur és mtsai. 1994). Kiils6
cukorforras nélkiil, nagyon alacsony tdpanyagszinten 5 hét utan csak kezd6d6 (és nagyon
megbizhatatlan) mikorrhizaképzést tudtak kimutatni (Roth-Bejerano €s mtsai. 1990).
Moédositott MMN téptalajt, a jelent munkaban hasznalttol eltéré Gsszetételben, hasznaltak
Helianthemum  almeriense és  Terfezia claveryi kozotti  mikorrhizaképzés
tanulmanyozasara (Morte €s mtsai. 1994, Morte és Honrubia 1995). Az altalunk hasznalt
taptalajhoz képest alacsonyabb foszfat- és cukortartalom mellett Morte és mtsai. (1994)
csak a negyedik hét utan tapasztalt mikorrhiza-képzést. Késébb Morte és Honrubia (1995,
1997) kifejlesztette specidlis MH téaptalajat ezen fajok mikorrhizalasahoz, és
megfelel6bbnek talaltdk az MMN-nél. Ez a taptalaj jelentés mennyiségii cukrot tartalmaz
(15 g/L szukrdz), viszont foszfatb6l csak a felét a jelen munka sorin hasznalt
legalacsonyabb koncentraciéonak (Morte és Honrubia 1994, 1997). Habar komoly korlatjai
vannak az 6sszehasonlitasnak, a tapasztalt hatdsa a foszfatnak magyérézhatja azt, hogy a
Terfezia terfezioides esetében miért volt az interakcié kialakuldsa sokkal gyorsabb. A
kiils6 cukorforras pozitiv hatasit magas asvanyianyag-tartalom mellett ektomikorrhiza-
képz6 gombaknél is jelezték (Guerin-Laguette és mtsai. 2000). Habar a Terfezia
terfezioides altal képzett strukturakat és a kolonizaciét 6ssze lehet hasonlitani, figyelembe
kell venniink, hogy a jelen tanulményban tapasztal interakciét nem lehet egyértelmiien
mikorrhizanak tekinteni.

A Terfezia terfezioides &ltal képzett struktirdk mutatjadk néhany anatomiai
jellemz6)ét mas Terfezia fajok mikorrhizdinak. Viszont mig a Terfezia claveryi és
Helianthemum salicifolium endomikorrhiza ultrastruktira vizsgalatok soran él6 kolonizalt
sejtekrél és miikod6 hatarfeliiletrdl szamoltak be (Dexheimer és mtsai. 1985), a jelen
vizsgalatokban minden kolonizalt sejt, fiiggetleniil a kolonizacié mértékétél, elhalt. Mivel
a Helianthemum ovatum és a Robinia pseudo-acacia gy6kerében talalt inracellularis
struktirak hasonldéak voltak, €s altalanos megjelenésiikben nem tértek el a korabbi
Terfezia endomikorrhizaktdl, az Alsheikh (1984) éltal javasolt ,helianthemoid” tipus
helyett a ,terfezioid” tipus elkiilénitése indokoltabbnak latszik. A Terfezia pfeilii Henn.
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Citrullus vulgaris Schrad. gyokerében képzett mikorrhiza hasonlésaga (Kagan-Zur és
mtsai. 1999) szintén alatamasztja ezt az elkiilonitést. Mindemellett meg kell emliteni, hogy
a Terfezia fajok mikorrhizdinak az ,E-strain” struktirdhoz val6é hasonlitisa (Fortas és
Chevalier 1992) szintén nem tekintheté megalapozatlannak.

Szamos esetben jeleztek kordbban Terfezia fajok mikorrhizainal intercellularis
hifakat a Helianthemum fajok gyokereiben (Dexheimer és mtsai. 1985, Cano és mtsai.
1991, Morte és mtsai. 1994). A Terfezia leptoderma-Helianthemum salicifolium
mikorrhizajanal ujj szer(i struktirakat dokumentaltak (Dexheimer és mtsai. 1985, Leduc és
mtsai. 1986), mely karakter a Hartig-hal6 legjellemz6bb anatémiai sajatsaga (Kottke és
Oberwinkler 1987). Jelen vizsgédlatok sordn mindkét novény esetében talaltunk
intercellularis hifakat, de ujj szerii struktirara emlékeztetd képlet csak a Helianthemum
ovatum gyoOkerében fordult el6. Az akic gyokereiben az intercellularis hifik altaldban
szorosan illeszkedtek a sejtfalakhoz, de ujj szerii struktirdk nem voltak megfigyelhet6ek.
Ezt a kiilonbséget a gazdantvények okozhatjdk. Habar bizonytalan utalas van az
irodalomban a Robinia pseudo-acacia ektomikorrhiza-képzésére (Trappe 1962), altalaban
a fehér akacot, mint arbuszkularis mikorrhiza képz6 fat tartjak szdmon (Harley és Harley
1987). A Helianthemum fajok viszont ektomikorrhizékat (is) gyakran képeznek (Read és
mtsai. 1979, Harley és Harley 1987). A Helianthemum ovatum a vizsgélt teriileten is képez
ektomikorrhizdkat. Ez a kiilonbség magyarazat lehet arra, hogy miért csak az ékes
napvirag gyokerében fordult elé ujj szerli képlet. Ennek hidnya az akécnal természetesen
nem zarja ki, hogy az ott eléforduld, szoros illeszkedésii intercellularis hifik hatarfeliiletet
alkossanak, hiszen ez lehet az egyediili miikodé kapcsolodasi feliilet a nSvény és a gomba
kozt. A gazdanovény befolyasat jelezték Terfezia leptoderma esetében is, mely sem
Hartig-halét, sem egyértelmii mikorrhizat nem képzett két Cistus fajjal, csupan a
Helianthemum salicifolium egyedeivel (Leduc és mtsai. 1986).

A kisérlet rovid idGtartama alatt nem volt észreveheté hatasa noévényeken a
Terfezia terfezioides inokulalasnak, nem kiilonboztek a kontrol novényektol az
inokulaltak, a kapcsolatrél nem donthetd el egyértelmilen, hogy mikorrhiza kapcsolat
lenne. Az endodermisz kolonizicidja és a hifak jelenléte a trachedkban megkérddjelezi a
tisztdn mikorrhizas viselkedést. Sajnos azonban nem zarhat6 ki, hogy ezek a jelenségek
csupan artefaktumok lennének. A ndvény védekezé reakcidi a hifak penetraciés helyein

szintén bizonytalanna teszik a mikorrhizas jelleget, habar hasonld jelenséggel egyes
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mikorrhizaknal is talalkozhatunk (Scannerini és Bonfante-Fasolo 1983, Smith és Read
1997), illetve altalanosan elfogadott, hogy minden valéban miikodé mikorrhiza kapcsolat
1étrejottének kezdeti szakaszdban parazita kolcsonhatas jellemzoit mutatja. Mas oldalrdl az
ujj szerl képletek megjelenése, és a kiilsé cukortartalom ellenére bekdvetkezé kolonizacid
magyarazhaté 1gy, mint a mikorrhiza kapcsolat jele. Sajatsagos, nem egyértelmii
mikorrhiza-képzési tulajdonsidgokat mas aszkuszos gomba esetében is leirtak mér (pl.
Buscott és Kottke 1990), és a fakultativ mikorrhiza képzés sem kizarhato.

Tovabbi in vitro vizsgéalatokhoz a Helianthemum ovatum-Terfezia terfezioides
rendszer jol hasznalhaté6 modellnek tiinik. A névény kis mérete miatt kénnyen kezelhetd
steril koériilmények kozt, igy mas tapanyagok (mint példaul a kritikus cukor tartalom)
valtozasanak hatdsdnak tovabbi tanulmanyozasira megfelel6. Hosszabb idéskalan végzett
kisérleteken tul, a Robinia pseudo-acacia mellett eddig hipotetikusan megjelolt potencialis
gazdandvényeket is érdemes lenne a kisérletekbe bevonni. Remélhetbleg ezek a
vizsgalatok tisztazni fogjak a homoki szarvasgomba novényekkel alkotott interakcidjanak

— egyelore — kérdéses jellemzoit.

Ellentétben a Terfezia nemzetség mikorrhiza anatomiajanak ellentmondasos,
gyakran pontatlan adataival, szamos Tuber ektomikorrhiza pontos anatémiai jellemzését
végezték mar el (Blaschke 1987, Rauscher és mtsai. 1995, Miiller és mtsai. 1996a, 1996b,
Rausher és mtsai. 1996, Comandini és Pacioni 1997, Giomaro és mtsai. 2000) és a
gazdasagi jelentosége miatt a nemzettség molekularis modszerekkel is er6sen kutatott. A
jelen vizsgélatokban a leléhelyre vonatkozo termétest adatok alapjan Tuber rapaeodorum
altal képzettnek feltételezett mikorrhizar6l egyértelmiien kideriilt a molekuléris
jellemzések alapjan, hogy valéban ezen taxon ektomikorrhizajarél van sz6. A morfoldgiai
eredmények szerint az ektomikorrhiza megkiilonboztethetetlen a Tuber borchii altal
képzett ektomikorrhizat6l (Rauscher és mtsai. 1996). Mindkét faj cisztidai hasonléd
méretiiek és morfolégiajuak, kopenyiik egyarant pszeudoparenchimatikus-epidermoid amit
egy hifahalézat borit. Az eddig részletesen jellemzett egyéb Tuber mikorrhizaktol
megkiilonboztethetd morfoldgiai alapon is, hiszen azokra gyakran mas anatémiaju
cisztiddk vagy koépeny jellemzd, és a felszinen futé hifahalézat ilyen cisztiddkkal ritka
karakter.
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A Tuber rapaeodorum ITS szakaszénak az ITS1F-ITS4 primer parral valé PCR
amplifikdciéja nem altalanos a Tuber fajok korében. A Tuber aestivum Vitt és Tuber
uncinatum Ch. esetében nem tudtak felszaporitani az ITS-t (Henrion és mtsai. 1994), igaz
az el6z6 fajnal késobb sikeriilt (Lanfranco és mtsai. 1995).

A Tuber fajok molekularis médszerekkel is megerdsitett pontos taxondémidja nem
csupan alapkutatési szempontokbél 1ényeges, hanem piaci értékiik miatt fogyasztovédelmi
szempontbdl is fontos, hogy az alacsonyabb gasztrondmiai értékkel bird fajok termétesteit
egyértelmiien meg lehessen kiilonboztetni morfolégiai alapon nagyon hasonlé fajoktol.
Tobb szarvasgomba esetében ezért faj specifikus ITS PCR primereket terveztek mint
példaul a Tuber melanosporum Vitt., Tuber brumale Vitt., Tuber indicum (Rubini és
mtsai. 1998) és Tuber borchii Vitt. (Bertini és mtsai. 1998) esetében. A pontos azonositas
természetvédelmi vonatkozasai miatt is fontos lehet, hiszen mig egyes Tuber fajok
arusithatéak, gyijthetdek, addig masok egyéltalin nem. Példaul a Tuber borchii
Magyarorszagon a tervezett védelmi szabalyozisok alapjan arusithat6 (Rimdczi és mtsai.
1999) Sok szarvasgombar6l nincsenek megbizhaté magyarorszagi elterjedési adataink,
hiszen a gyijtok, piaci értékesitdk szigorian titokban tartjdk mind a leléhelyeket, mind a
mennyiségi adatokat. Molekularis adatbéazis segitségével mikorrhiza szinten viszont

pontositani lehetne eléfordulasuk gyakorisagat.

Az aszkuszos gombdk éltaldnos mikorrhiza képzése mellett, egyes bazidiumos
gomba csoportok is altalanos mikorrhizaképzék mérsékelt égovi teriileteken, mint példaul
a Thelephoraceae csaldd egyes fajai. Annak ellenére, hogy a tomentelloid sensu Koljalg
(Koljalg és mtsai. 2000) fajok altalanos elterjedése termotestképzésiik alapjan régdta
tudott, mikorrhizak szintjén molekuldris modszerekkel kevés esetben igazoltak generalis
el6fordulasukat (Koljalg és mtsai. 2000, 2001). Magyarorszagi él6helyeken valé allandé
jelenlétiik morfolégiai alapon mar ismert volt korabban és harom Tomentella faj
mikorrhizajat kiilfoldi laborokban molekularis médszerekkel azonositottak (Koljalg és
mtsai. 2001). Az alfoldi erd6kbél szarmazé morfoldgiai alapon a tomentelloid csoportba
sorolt ektomikorrhizdkrél a molekuldris eredmények egyértelmtien igazoltdk, hogy
valéban a Tomentella nemzetséghez tartozé gombak képezték 6ket. A HU 86-0s sorszamu
minta minden bizonnyal a Tomentella stuposa faj altal képzett ektomikorrhiza, viszont a

tobbi harom minta esetében a faji hovatartozds az eredmények alapjan csak
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valészinusithetd. Ennek a fajnak ez a masodik mikorrhizaképzésre vonatkozé megbizhat6
adata, el6szor svédofszégi feny6erdokben bizonyitottak mikorrhizaképzését (Koljalg és
mtsai. 2000). Az, hogy a mikorrhizékat feltehetGen formald Tomentella stuposa faj északi
tertileteken és magyarorszagi, alfoldi erdékben egyarant eléfordul, és gyokérkapcsolatot
1étesit, jol mutatja a generalis el6fordulasat a gombanak. Biztosan elmondhat6, hogy ez a
kordbban sokdig szaprotréfnak gondolt gombacsoport, jelentds mikorrhizaképzé nem csak
a skandinav, de magyarorszagi teriileteken is. A molekuléris vizsgalatokhoz kapcsoldédo
részletes morfoldgiai jellemzés remélhetéleg elég adatot fog szolgéltatni ahhoz, hogy a
csoport valtozatos anatomidju fajaival ektomikorrhiza karakterevolicios problémakra
probaljunk hipotéziseket lehessen feléllitani.

Az ITS szekvencidkkal végzett szamitasok sordn a kozOs teriiletrdl és
gazdan6vényrél szarmazd ektomikorrhizdk szétvaltak. Nem zarhaté ki, hogy ITS
szekvencidk szintjén is megmutatkozé gazdantvényt6l és teriilettdl fiiggd szétvalas
jelentkezzen, mint a Pisolithus tinctorius esetében talaltdk (Diez és mtsai. 2001), tovabbi
adatok alapjan ez a feltételezés vizsgalhato lesz.

A kapott eredmények és a fa topolégidja oOsszhangban van azokkal az
eredményekkel, melyeket eddig kozoltek a csoport rendszerérél. Mar morfoldgiai alapon
jelezték taxondémiai munkékban, hogy a Tomentella nemzetség valdszinileg nem
monofiletikus (Corner 1968, Koljalg 1996), és ezt a feltételezést a kés6bbi molekularis

filogenetikai szamitasok is igazoltak (K6ljalg €s mtsai. 2000).
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5. Osszefoglalas

Dolgozatomban az alfoldi terilletek mikorrhizira iranyulé a munkaimat mutattam
be. A vizsgalatok soran két kiilonbozé novénytarsulds, osszesen 138 ndvényfajanak
mikorrhizalsagat és gyokérendogén gombastruktirait jellemeztikk. Vizsgéltuk az egyik
teriileten €16 gombafaj ITS szakaszanak variabilitdsat, részletes anatomiai jellemzését
adtuk egy pafranyfaj arbuszkuléris és egy torpecserje faj két ektomikorrhizajanak, egy
gombafajnak in vitro korilmények kozott két névénnyel alkotott gydkérkapcsolatanak
részletes anatomiai vizsgalatat végeztik el, és alfoldi erd6kbdl szarmazd

ektomikorrhizékat jellemztiink és azonositottunk anatémiai és molekuléaris médszerekkel.

Az egyik részletesen vizsgalt teriilet a kunfehértéi erdé volt, ahol 49 névényfaj
mikorrhizalsaganak kvalitativ és kvantitativ jellemezése késziilt el, melyek koziil t6bb faj
esetében ezek voltak az els6 mikorrhizaltsagi adatok. A teriileten relative magas volt a
nem-mikorrhizalt névényfajok ardnya, de figyelembe véve a tarsuldsok coOnologiai
viszonyait, egyértelmiien mikorrhizalt névények dominainak az éléhelyen.

Az erdOben jelentdés allomanya él a homoki szarvasgombanak (Terfezia
terfezioides), a statusvizsgalatok sordn 12 ndvényfajt jeloltiink meg, mint a gomba
hipotetikus partnernévényét. Hangsulyozni kell azonban, hogy a mddszerek miatt a
gazdandvények biztos azonositdsdhoz tovabbi molekularis moédszerekkel végzett
vizsgalatok sziikségesek.

A teriiletrd] gytijtstt 19, és egy Olaszorszagb6l szarmazd Terfezia terfezioides
termétest ITS szakaszanak RFLP és szekvencia szintli vizsgélatai, ellentétben mads
homogenitasat mutatjak, nagy foldrajzi tdvolsagok esetén is. Ez a tulajdonsig lehetévé
teszi a szakasz megbizhaté molekularis markerként val6é hasznalatét és fajspecifikus PCR
primerek tervezésével a természetes gazdandvények azonositésat.

A kunfehértéi erdében é€l6 szigortian védett virginiai holdruta (Botrychium
virginiunum) sporofiton mikorrhizainak részletes fény- és elektron-mikroszkopos
tanulményozasa egyértelmien igazolta, hogy a faj arbuszkularis mikorrhizat képez. Az

arbuszkulum morfolégiaja eltér a korabban az Ophioglossaceae csaladbol leirt specialis
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formaktél, robusztus, lebeny-szerli megjelenése fosszilis arbuszkulumokra emlékeztet. A
mikorrhiza tipusa egyedi, nem illeszthetd a két 6 forma (4rum- és Paris-tipus) egyikébe
sem.

Az ultrastruktura vizsgalatok egyértelmiien igazoljak Botrychium virginianum
sporofiton gydkerében 1évé arbuszkulumok széntranszportban jatszott fontos szerepét,
mely elmélet szintjén nem altalanosan elfogadott. Ez az els6, a Botrychium nemzetség
valamely fajanak sporofitonjara vonatkozd részletes, ultrastruktirara is vonatkozo

eredményeket bemutaté mikorrhiza vizsgalat.

A masik részletesen vizsgalt teriilet a fillophazi homokbuckas gyep volt, ahol 89
novényfaj részletes mikorrhizaltsagi vizsgalatat végeztiik el, szintén figyelve az egyéb —
elsésorban a DS gombak altal képzett — gydkérendogén strukturdkra. Hasonléan a
kunfehértoi teriilethez, ezen novények esetében is becsiiltiik a kolonizacid intenzitasat és
kiterjedtségét. A nem-mikorrhizalt nvényfajok id6beli €s bizonyos térbeli elkiiloniilésére
lehetett kovetkeztetni a conoldgiai, novénydkoldgiai adatok alapjan.

Mindkét teriileten nagy gyakorisaggal kolonizaltak a gyokereket a ,,s6tét, szeptalt™
hifajju gombdak strukturdi. Ez a tény megerdsiti azt a hipotézist, hogy a gombacsoport
gyakorisaga, jelentdsége Osszefiigg a stresszel.

A fiiléphazi gyepekben €16 ékes napvirag (Helianthemum ovatum) két természetes
azonositatlan ektomikorrhizajat jellemeztiik részletesen. A gombapartner mind a
~Heliunthemirhiza hirsuta”, mind a ,Helianthemirhiza latihypha™ esetében aszkuszos
gomba (ezt a molekuldris eredmények is alatdmasztjdk). Ezen eredmények az elsd
részletes jellemzései egy Helianthemum faj ektomikorrhizajanak.

A kunfehértéi teriiletrdl izolalt Terfeziu terfezioides szovettenyészetekkel in vitro
kisérletekben vizsgéltuk a gomba interakcidjat Robinia pseudoacacia és a fillophazi
teriiletr6l szarmazé Helianthemum ovatum ndvényekkel. A gyodkerek kolonizacidjanak
erfssége pozitiv Osszefiiggésben volt a tapkozeg foszfatkoncentracidjaval. A gomba
intracellularis hurkokat képzd jellegzetes hifdi minden esetben halott gazdasejtekben
fordultak el6. Egyes strukturak a névény védekezo reakcidit is mutattak. Hartig-halé szerii
struktarak megfigyelhetéek voltak a Helianthemum ovatum esetében — az akacnal az
intercellularis  hifdk  egyszerti lefutdsuak voltak. Az eredmények alapjan

megkérdojelezhetd a Terfezia terfezioides tisztan mikorrhizas viselkedése.
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Az alf6ldi erd6k ektomikorrhizainak vizsgalata sordn gyUjtott Tuber rapacodorum
ektomikorrhizdja anatomiai jellemzOk alapjan nem kiilonithetd el a Tuber borchii
ektomikorrhizajatél, viszont az elvégzett ITS szekvencia vizsgélatok kiértékelése soran a
két faj egyértelmiien szétvalt, és ez lehet6veé tette a mikorrhizak biztos azonositasat.

Az alfoldi erdékben gytijtétt négy tomentelloid mikorrhiza ITS szekvenciajan
alapulé molekularis vizsgalat lehetdvé tette a mikorrhizak azonositasat, és ezek alapjan
feltételezhetd, hogy a mikorrhizdkat a Tomentella stuposa faj képezte. A kiilénb6z6
mintak szekvenciai teriiletek illetve gazdanévények alapjan rendezddtek csoportokba, de
ennek a tisztazaséhoz tovabbi adatokra van sziikség.

Ezek, és a fentebb emlitett eredmények Magyarorszagon az elsé olyan vizsgalatok,
melyekben DNS szekvencidn alapuld moédszerekkel tortént meg ektomikorrhizak

jellemzése, azonositasa.
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6. Summary

Most of the vascular plants are mycorrhizal, and the influence of this mutualistic
interaction on the nutrient uptake of the plants or on the plant community structure is
generally known (Allen 1992, Smith and Read 1997, Varma and Hock 1998). Although
the mycorrhizal status of lots of plants has been investigated, because of the high
variability of this character at all organization levels, more information is needed to
complete our knowledge on the distribution of the different types of this association
(Harley and Harley 1987, Read et al. 1992).

The vegetation of the Great Hungarian Plain has been well studied, but the
mycorrhizal status of the species of the plant communities in this area has been poorly
investigated. Some plants of its sandy grasslands have been studied regarding their
mycorrhizae (Paradi et al. 1998, Bratek 2000) and ectomycorrhizae have been described
from some woody plants of the area (Jakucs 1997, Jakucs et al. 1999, Magyar et al. 1999,
Majoros 2000).

The main purposes of the works presented in this thesis were to obtain data
regarding the mycorrhizae of plant-communities on the Great Hungarian Plain.
Mycorrhizal status studies, detailed anatomical, ultrastructural, molecular studies and in

vitro experiments were carried out during the work.

A mixed deciduous forest by Kunfehérté was one of the studied area where we
wanted to check the mycorrhizal status of the plants. This sampling area is protected as the
red-list fern Botrychium virginianum lives there. Roots of forty-nine plant species were
collected and their endogenous fungal structures were described. The rate of the
endomycorrhizal colonisation was estimated and the colonisation type was determined. 78
% of the plant species were mycorrhizal.

As the sampling area was a habitat of Terfezia terfezioides we looked for
characteristic endogenous structures of this fungus and twelve plant species were
considered as the mycorrhizal partner of Terfezia terfezioides.

The internal transcribed spacers (ITS1 and ITS2) with the 5.8S gene of the nuclear
ribosomal DNA (rDNA) of Terfezia terfezioides were studied to test the variability of this
region. The ITS region of twenty fruitbodies originating from the forest by Kunfehérto

and Italy were studied and compared. The amplification and sequencing of the ITS region
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was successful with the I7S1F-ITS4 primer pair. No differences of the restriction fragment
length polymorphism (RFLP) profiles were detected among 19 samples collected in one
place (Kunfehérté) at the same time. The sequences of ITS region are also highly
invariable. These results indicate an intraspecific homogeneity of the ITS region which
seems to be an important species-specific characteristic of Terfezia terfezioides in contrast
to other Terfezia species studied previously. If we compare the ITS data of the samples
collected from different and distant localities of the European area of the species, we can
consider that the ITS sequence of Terfezia terfezioides is a very conservative, reliable
molecular marker of the fungus.

The mycorrhizal structures of the sporophytes of the red-list fern Botrychium
virginianum originated from this forest have been studied by light and electron
microscopy. The characteristics of the mycorrhiza have been compared with the general
features of the arbuscular mycorrhizae and also with the previously described mycorrhizae
of the sporophytes from the family Ophioglossaceae. The fungal colonization is restricted
to two-three cell layers of the root cortex. The sometimes dichotomiously ramifying
hyphae form coils in the host cells. Single hypha arisen from the coils penetrate to
neighbouring cells and form arbuscules. The ultrastructure of the non-septate colonizing
hyphae shows the main features of the arbuscular mycorrhizal fungi. The
electronmicrographs show high functional activity of the arbuscules characterised by high
glycogen content in the hyphae, thin layer of filamentous matrix material in the interface
between fungus and root cell, frequent cell organelles in the cytoplasm and lack of starch
in the host cells containing arbuscules. The main distinctive feature of the mycorrhizae of
Botrychium virginianum is the morphology of the arbuscules, which differs not just from
the common fine-branched ones, but also from the special structures reported previously
from the Ophioglossaceae. The robust, lobe-like branching arbusclues mostly resemble the
arbuscule structures found in fossils. The work presented here is the first ultrastructural

study of the mycorrhiza of the sporophyte of the genus Botrychium.

The second sampling place was a strictly protected sandy grassland area of the
Great Hungarian Plain. The mycorrhizae and other root-associated fungal structures of 87
plant species belonging to 29 different families were investigated. Two-thirds of the
studied species formed endomycorrhizae. Quantitative characteristics of the mycorrhizal

colonization of their roots have been estimated. Considering the coenological features and
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the dominance relations of the plant community, the area is dominated by mycorrhizal
plants. Just a few plants of the families considered as non-mycorrhizal groups have been
colonized by mycorrhizal fungi. The annual species characteristic to the cold-season
subpessimum and to the dry-season subpessimum period are mostly non-mycorrhizal
plants, this seems to be some separatation from the mycorrhizal plants in time.
Endogenous septate fungal hyphae and microsclerotium-like structures have been
observed in the roots of the majority of the plants; this phenomenon is probably related to
the stressful environment.

Two dwarf shrub species of the family Cistaceae live on this grassland. One of
them is Fumana procumbens from which two ectomycorrhizae were described previously
(Jakucs et al. 1999, Magyar et al. 1999). We wanted to study the second one —
Helianthemum ovatum — to check whether this species formed same mycorrhizae like
Fumana. The other reason to study this plant is the mycorrhizal connection of some
Terfezia species with plants from the genus Helianthemum. Two non-identified
ectomycorrhizae of Heliunthemum ovatum have been described originating from this area.
~Helianthemirhiza  hirsuta” and Helianthemirhiza latihypha” have interesting
characteristics resembling some ectomycorrhizae formed by ascomyceteous fungi. Based
on some dolipore-like structures ,,Helianthemirhiza hirsuta” was considered as formed by
basidiomyceteous fungus (Kovacs and Jakucs 2001) but later the molecular results
clarified the ascomyceteous partner; the dolipore like structures probably were the
Woronin-bodies around the septa. These two detailed descriptions are the first

comprehensive characterization of ectomycorrhizae from the genus Helianthemum.

To study the interactions of Terfezia terfezioides with plants in vitro experiments
were carried out with a fungal strain isolated from fruitbodies originating from
Kunfehérté. The main aims of experiments were to study the anatomy and ultrastructure of
the interaction of Terfezia terfezioides with Robinia pseudo-acacia and Helianthemum
ovatum, the seeds of the latter were collected at Fiilophdza. The aseptic experiments were
carricd out on modified MMN substrates with different phosphate concentrations to check
whether the phosphate had influence on the interactions like in the case of other Terfeziu
species described previously. No difference between the inoculated and control plants was
detected during the short time of the experiments. The colonization of the roots increased

as the phosphate level increased. The colonization of the roots of black locust was always
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weaker than of Helianthemum. The main characteristics were the intracellular coiled,
branched, frequently septated hyphae in dead root cells. The intercellular hyphae formed
Hartig-net with finger like structures in Helianthemum. In black locust the intercellular
hyphae did not show any distinctive feature. The hyphae mass covering the root surfaces
was ambiguous mantle as its contact to the root was not strong and it covered non-
colonized roots, too. Although the intercellular structures show the main characteristics
described previously about different Terfezia mycorrhizae, which structure is supposed to
distinguish itself as “terfezioid” type, the interactions could not be considered

unambiguously as mycorrhizae.

The anatomical and molecular characteristics of the ectomycorrhiza of Tuber
rapaeodorum collected during the study of the natural ectomycorrhizae of the forest on
Graet Hungarian Plain were studied. The mycorrhiza had the same anatomical features
like the mycorrhiza of Tuber borchii, like the pseudoparenchymatic epidermoid mantle,
hyphal network on the surface of the mycorrhiza and straight cystidas. The ITS region of
two mycorrhizae were sequenced and compared with ITS sequences from the Genbank by
phylogenetical analysis. The sequences of the mycorrhizae separated unambiguously from
the Tuber borchii group and grouped with the sequence of Tuber rapaeodorum.

The ITS region of the fungal partner of four ectomycorrhizae collected in the
project mentioned above from forests on The Great Hungarian Plain were sequenced and
analysed to determine the fungal taxon. Based on morphological features they were
considered as the mycorrhizae of tomentelloid sensu Kéljalg (Koljalg et al. 2000) fungi.
The sequences grouped into the group of Tomentella stuposa, but the four sequences
separated by the collection area and the host plant.

The molecular results mentioned above are the first characterisations of

ectomycorrhizae in Hungary based on fungal DNA sequences.
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7. Koszonetnyilvanitas

Ezaton 1s szeretném megkdszénni Zsuzsinak szeretd gondoskodasat és tiirelmét,
mellyel mindvégig mellettem allt munkaim soran. Szeretném megkoszénni Sziileimnek,
Csalddomnak ¢és Barataimnak, hogy a munkdm sordn mindvégig szdmithattam
segitséglikre.

Szeretném megkoszonni dr. Jakucs Erzsébet témavezetdmnek a doktori
kutatasaimban nyujtott sok segitségét és azt, hogy bevezetett a mikorrhizak csodélatos
vildgaba.

Szeretném megkdszonni sensu stricto alma materem, a SZTE Novénytani Tanszék
minden munkatarsanak nem csak a doktori éveimet, hanem azt a t6bb mint hat évet,
melyet az intézetben toltttem. Kiilon kdszoném dr. Bagi Istvannak a sok segitséget,
melyet nemcsak mint témavezetd, kolléga, hanem mint barat is nyujtott. Szintén nagy
halaval tartozom dr. Mihalik Erzsébet tanszékvezetdnek, témavezetdmnek, hogy
munkdmhoz minden rendelkezésre allo feltételt biztositott, és hogy munkamat szabadon
végezhettem. Kiilon koszéném Porkolab Erzsébetnek szdmos labor munkaban a preciz
technikai segitségét.

Szeretném megkoszénni a SZTE Mikrobiolégiai Tanszékén dr. Kevei Ferenc
tanszékvezetének, hogy munkdmat végezhettem az intézetben. Kiil6ndsen szeretném
megkdszénni dr. Vagvolgyi Csabdnak a sok segitséget és azt, hogy laborjaban
végezhettem munkaimat, tovabba koszoném minden tanszéken dolgozé embernek azt a
sok tanacsot €s segitséget, melyet a molekularis bioldgia teriiletén végzett munkaim soran
nytjtottak.

Szeretném megkészonni a SZTE Okoldgiai Tanszékének a technikai segitségeket,
kiilon kosz6ndém dr. Pénzes Zsolt és Szigetvari Csaba barataimnak a rengeteg segitséget,
batoritast, tanacsot, és k6zos munkat.

Eziton is szeretném megkoszonni azoknak az egykori tandraimnak a segitségét,
akikhez barmikor fordulhattam tanacsért, vagy éppen anyagokért, miiszerekért.

Koszonettel tartozom Prof. José Luis Manjénnak és Jesus Dieznek (Alcala de
Henaresi Egyetem, Spanyolorszag), hogy bekapcsolédhattam munkaikba és betekintést

kaphattam a molekuléaris és in vitro mikorrhiza munkékba.
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Kosz6nom Prof. Reinhard Agerernek (Ludwig-Maximillian Egyetem, Miinchen),
hogy két alkalommal is dolgozhattam laborjaban, és barmikor szamithattam segitségére.

Kosz6nom Prof. Ingrid Kottkénak és Prof. Franz Oberwinklernek (Tiibingeni
Egyetem, Németorszag), hogy minden feltételt és segitséget biztositottak ahhoz, hogy az
intézetiikben toltott id6 alatt elvégezhessem vallalt munkémat. Szeretném megkdszonni
Vanky Kalman bardtomnak azt a sok segitséget, amit tiibingeni tartézkodédsom alatt Téle
kaptam.

Eziton is szeretném megkosz6nni a Mora Ferenc Kollégium mindenkori
vezetésének, kiilonosen Erdélyi Agnes igazgatonének, hogy a doktori éveim alatt a
Moéraban élhettem.

Végiil, de egyaltalan nem utolsé sorban, szeretném megkdszonni jelenlegi
munkahelyemen, az MTA Allatorvostudomanyi Kutatéintézetében dr. Harrach Balazsnak
és dr. Benk6 Marianak, hogy a fokozatszerzés folyamataban tdmogattak, és minden

feltételt biztositottak ahhoz, hogy megirhassam, befejezhessem dolgozatomat.

A doktori munkdm sordn kiilf6ldi és belf6ldi tanulményutjaimat, és a kutatasok
egyes koltségeit anyagilag tamogatta a SZTE TTK HOK, a Prudentia Alapitvany, az
ERASMUS, a Soros Alapitvany, a Kiskunsdgi Nemzeti Park, a Baden-Wiirttembeg

Tartomany kulturalis ligyekért felel6s minisztériuma és az OTKA.
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