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1. Bevezetés

A nagygombak étkezési célu termesztése mar kozel 2,5 ezer éve folyik (Stamets, 1993),
ugyanakkor az ehetd ektomikorrhiza-képz6é (EEMM) gombak koziil elsdként a francia vagy
périgordi szarvasgombat (Tuber melanosporum Vittad.), alig 230 évvel ezeldtt sikeriilt
eldszor termesztésbe vonni (Olivier ef al. 2012). A késd1 idépont hatterében egyértelmiien e
fajok jellegzetes, szimbionta ¢letmodja all, melynek kdszonhetden csak a gazdandvényiikkel
ektomikorrhiza- (EM-) kapcsolatot kialakitva, specidlis iiltetvényeken képesek termotest-
képzésre. Igy a nagy értékii ektomikorrhiza-gombak termesztése érdekében napjainkban
kiterjedt kutatasok folynak ¢letciklusuk, okologiai-kornyezeti igényeik ¢€s szimbiotikus
kapcsolataik jobb megértése céljabol. A tobb mint huszezer fajt szamlalo EM gomba-
csoportbol ezernél is tobb faj bir étkezési értékkel, melyek koziil egészen a fejlddo orszagok
tomegeinek fehérje forrasat kiszolgald fajoktol (Zambonelli & Bonito 2012), az egészséges
taplalkozast biztositd fajokon keresztiil, az exkluziv gasztronomidban kicstcsosodokig
taldlhatunk példakat. Ultetvényes termesztésilkk human gazdasigi és szocialis problémak
enyhitésére a fent emlitettek mellett a természeti hatranyokkal érintett tertiletek konnyebb

erddsitésével, kihasznalasaval is megoldast nyajthat (Harms ef al. 2011).

Okologiai szempontbol az EM gombak elsésorban az erdei ©koszisztémak
stabilitdsdnak ¢és diverzitdsanak fenntartasaban jatszanak fontos szerepet. Ezt az erdei
novények kozott kialakuld koézos hifahalozat (CMN) kialakitasaval, és az azon folyo
tapanyagtranszport segitségével érik el (Taylor, 2006). Az EM gombak egyedi ndvényre
gyakorolt sokrétli hatasukat is kimutattak mar, mind viz €és asvanyi anyagok felvételében,
mind kiilonboz6 stresszekkel szembeni védo-hatasban (Smith & Read 2008; Ludmerszki &
Rudndy 2012). A mikorrhizas €él6helyek elterjedtségét figyelembe véve az EM gombik, és
gazdandvényeik evolucids sikere megkérddjelezhetetlen (Trappe & Claridge 2005).

Az EEMM gombak koziil gasztronomiai €s kereskedelmi szempontbol is kiemelkednek
a hipogeikus, vagy fold alatti gombak, melyek tobbsége jellegzetes illat és aroma anyagokat
tartalmaz. Kiilondsen igaz ez a fold alatti aszkuszos gombdkra, igy a valodi szarvasgombékra
(Tuber), melyek koziil kettd, a francia szarvasgomba €s a nyari vagy burgundi szarvasgomba
(Tuber aestivum Vittad.) termesztése, a mikorrhiza-gombak k6zott egyediilalld médon, széles
korben ¢€s sikeresen folyik. Ennek koszonhetéen igen fontos ,,modellszervezetnek”
szamitanak a mikorrhiza-kutatas korében. Nem véletlen hogy a 7. melanosporum volt a
masodik EM gomba melynek elvégezték a teljes genom szekvendlasat (Martin et al. 2010), és

hogy a még iiltetvényes modszerrel sem termeszthetd isztriai szarvasgombat (7. magnatum



Pico) szamos vonatkozéasban intenziven kutatjak (Vita et al. 2013; Salerni et al. 2014;
sokrétli és egyre intenzivebb kutatasat szamos j konferencia is jelzi (Agueda et al. 2014;

Urban, 2010).

Noha az elsd tltetvények megjelenése 6ta mar kozel szazotven év eltelt (Olivier ef al.
2012), és napjainkban vilagszerte tobb tizezer hektaron telepitett szarvasgomba-iiltetvényrol
torténik valamelyik szarvasgombafaj évrdl évre torténd begyiijtése, még mindig sok kérdés
van a legjobban kutatott fajoknal is. Ilyenek a szarvasgombak ¢letciklusaval kapcsolatos
szaporodasi, €s mikorrhiza-képzési stratégia kérdései mellett a sok, nem eléggé ismert
biotikus ¢€s abiotikus kornyezeti tényezd, melyek megvalaszolasara legkénnyebben a
természetes ¢l6helyek kutatésaval kaphatunk valaszt. Eletfeltételeik mind jobb megismerését
kovetden, egyre nagyobb €s biztosabb termést hozo iiltetvényeken termeszthetjiik e fajokat,
akar a jelenlegi elterjedési teriiletiikon kiviili, de nekik megfeleld koriilmények kozott is.
Ezzel kapcsolatosak az idegenhonos, esetlegesen invazidssa valo fajok, bio- és vagy
filotipusok, valamint kontamindlé &agensek behurcolasdval okozott problémak, melyek

felderitésére, €s kezelésére is megoldast nyuajthat a fajok terjedésének mind jobb megismerése.

A fentiekkel ellentétben, még sokkal kevesebbet tudunk a gazdasadgi szempontbdl
kornyezeti igényeikrdl, valamint elterjedési mintazataikrol. A legtobb fold alatti gomba
megismerése, még csak rendszertani besorolasuk, és élohelyeik felkutatdsanal tart, mivel
tudomanyos megismerésiikhdz elsOként a fajok lehatdrolasat, elkiilonitését, majd leirasat
célszerli elvégezni. Ezek utdn nyilik mdd elterjedési mintazatukat, ¢lohelyi igényeiket,
okologiai szerepiiket, €s mas ¢lélényekkel alkotott interakcidjukat vizsgalni. Ezen ismeretek
tokéletesitésé¢hez, példaul a leggyakoribb kontamindldo agensek megismerésén keresztiil.
Ugyanakkor az eredmények hozzdjarulhatnak a fajok védelmi statuszanak megitéléséhez,

esetleges védelmi stratégidjuk kidolgozéasahoz is.

Nagy valtozasokkal jar a nagygombdk korében is jelentkezd taxonomiai revizios
hullam, melyhez alapot az egyre olcsobb, megbizhatobb ¢és elterjedtebb nukleinsav-
szekvenalason alapuld molekularis filogenetika eszkdztara biztosit. Ennek kdszonhetd, hogy
ugyan a nagygombakra sokdig ugy tekintettek, mint kozmopolita fajokra, ma mar tobb, jol
ismert gombarol kidertiilt, hogy eddig hitt 6shonos elterjedése csak egy joval kisebb teriiletre

korlatozodik (Lumbsch et al. 2008). Ennek {6 oka, hogy morfologiai bélyegek alapjan leirt



fajok esetében, azok kiilonb6zd, vagy akar egy azon foldrajzi teriiletrdl szdrmazo6 egyedeirdl
molekularis vizsgalatok alapjan, vagy a faj revidealasa révén gyakran bebizonyosodott, hogy
tobb kiilonb6zo fajhoz tartoznak (Taylor et al. 2000). Nincs ez masképp a fold alatti gombak
korében sem, ahol szamos, fajcsoportokat, nemzetségeket revidedld6 munka jelenik meg,
melyben klasszikus taxonomiai moddszerekkel leirt fajokat molekularis filogenetikai
modszerek  segitségével  vonnak  egybe, valasztanak szét, vagy javasoljak
kriptikus/pszeudokriptikus fajként kezelésiiket (pl.: Bonito ef al. 2010a, Sticlow et al. 2011).
Habar a kriptikus és pszeudokriptikus fajok taxondmiai kezelése még nem kiforrott, a fold
alatti gombaknal alig hasznalt. A fentiek alapjan érthetd, hogy a fold alatti gombak
elterjedésének, kornyezeti igényeiknek, és dkologidjuk vizsgélatdhoz is fontos a valds fajok
ismerete, melyek elkiilonitéseéhez elengedhetetlenek a nagy foldrajzi tavolsagokbdl szarmazo,

nagy mintaszdmi molekularis médszereken alapuld filogenetikai vizsgalatok.



2. Irodalmi attekintés

2.1 A f6ld alatti gombak és evolicidjuk

A gombdk korében, a fold alatti vagy hipogeikus (angol/6gordg: hypogeous,
hypogaeous, hypogeal) kifejezést csak a viszonylagosan nagy, termdtestet képzd - nagygomba
- fajokra értjiik, melyek termdtest képzése részben vagy teljesen a f0ld, vagy avar felszin alatt
torténik meg (Hawker, 1954). A termdtestek fajtol, és talajtol, kornyezettdl fiiggden kozel
gombolylitdl az egészen lebenyesig, néhany milliméteres nagysagtol egészen tobb tiz

centimétes mérettartomanyig eléfordulhatnak.

A hipogeak torzsfan vald elhelyezkedésének, azok alaktani, strukturdlis (peridium,
spora) €s életmodbeli jellegzetességeinek megértéséhez, ezek altal elterjedési mintazatuk,
rovid €és hossza tava terjedésiik vizsgéalatahoz elengedhetetlen evolicios multjuk ismerete, és
attekintése. Evolucidojuk megértésében fontos mérfoldkének szamitott leszarmazési
kapcsolataik feltarasa, melyet molekuldris filogenetikai vizsgéalatok segitségével sikertilt
megbizhatoan alatdmasztani. Ennek eredményei alapjan a fold alatti termétest konvergens
evoluci6 eredménye, mely megjelent mind az aszkuszos €s bazidiumos gombak korében
szamos, egymastol fliggetlen leszarmazéasi vonalon. Mégis torténetileg, illetve modszertani

megfontolasbdl, érdemes dket egyiitt kezelni.

A jellemzden sz€l altali sporaterjesztésre evolvalddott epigeikus (fold feletti) gombak
termotesteit, igy a spora produkciot, nagymértékben befolyasolja az iddjaras. A fagy, vagy
széarazsag azelott degradalhatja a termdtesteket, mieldtt a sporaképzés beindulhatna. Ennek
kivédésére szamos leszarmazasi vonalon (pl. agarikoid €s boletoid csoportokban) kialakultak
un. ,sequestrate”, zart termotest tipusok (Thiers, 1984), melynek tobbek kozott elonye a
lecsokkentett kiilsé feliilet miatti kisebb vizvesztés kedvezdtlen koriilmények kozott. A zart
formak koziil a ,,gasteroid” teljesen zart, melynek belsejében a sporakat tartalmazd gleba
talalhat6. Az ehhez vezetd Uton szamos, kiilonb6zd lépcsdéfokon megrekedt alakkal lehet
talalkozni, melyeket ,,secotioid” névvel illetnek. igy az ,.sequestrization” folyamatrdl mas és
mas stadiumokat képviselé taxonok arulkodnak, melyek kiilonbéznek a tonk, vagy
maradvanyadnak meglétében, a kalap kiteriilésének mértékében, ¢és a trama

felismerhetdségében.

A fold alatti gombafajok is mind a fent emlitett kényszerek és evolucidos folyamat
révén gombdlyddhettek le, és keriiltek a fold ald. Tedersoo ef al. (2010) szerint az EM

gombak korében legalabb 30 fliggetlen leszarmazési vonalon (37 aszkuszos, €s 57 bazidiumos



nemzetségben) jelentek meg zart termOtestformak. A kedvezodtlen klimatikus hatasok miatt
(pl: extrém fagy, meleg, szdrazsag) azok a kezdetben eredetileg epigeikus termdtestformak
terjedtek el, melyek kevésbé emelkedtek ki a f61dbol, mig egészen foldfelszin alatti termdtest
alakult ki (Trappe et al. 2001). Az egyes leszdrmazasi vonalakon kialakult elsé fold alatti
formak utan elindulhatott a hipogea fajok adaptiv radiacidja. Ugyanis a megvaltozott
¢életkoriilményekhez tobb téren adaptalodni kellett. A termdtestek kdzel gomb alakt, kompakt
tomor, de levegds allomanyt képezve alakulnak ki, melyet a legtobb taxonban jellegzetes, erds
peridium vesz koriil, ezzel is adaptalédva az 0j kdrnyezeti viszonyokhoz. Tovabba, csak akkor
van ¢értelme a sporak kedvezdtlen kornyezeti hatasok elleni védelmének, ha kdézben a
hatékony terjesztés is kialakul. A sz€l utjan torténd sporaterjesztés lehetdségének elvesztését
mas modszerrel kellett helyettesiteni. Igy a hipogeak tobbségének kiilonleges illata, vagy
szine alakult ki melyekkel magukra vonjak a figyelmet a legkiilonfélébb allatcsoportok
egyedei koziil is. A feltlind szin els6sorban madarakat (Trappe & Claridge 2010), mig az
aroma anyagokkal val6 csalogatas kis- €s nagy emldsoket, illetve rovarokat hasznalja terjeszto
vektorként (Luoma et al. 2003). Az allatok a termdtestek elfogyasztdsa révén terjesztik a
sporakat, melyek a bélcsatornan atjutva csirdzo-képesek maradnak, vagy még inkébb azza
valnak (Lamont et al. 1985; Trappe & Claridge 2005). Az évenkénti Ujra kolonizaciot is
biztositd helyi spérabank fennmaradasat a termdhelyén elrothadd termdtestek biztositjak,
amelyek sporait rovidtavon a talajfauna tagjai (gilisztdk, csigak, ugrovillasok, stb.)
terjeszthetnek. Kozepes tavh terjedést tesznek lehetévé a kisemldsok, melyek par hektaros
korzetben képesek a spordk terjesztésére (Trappe & Claridge 2005). Hosszu tavu terjedésre
elsésorban a nagy emldsok (vaddiszno, 6z stb., Piattoni et al. 2013) és a rovarok képesek.
A rovarok kiemelten fontos szerepet kapnak a fold alatti gombak terjesztésében, mivel csak
koztiik talalhatunk erre specializalodott fajokat, mint az Agaricophagus, Bolbelasmus,
Colenis, Hydnobius, és Leoides nemzetség tagjait, melyek, mind az emésztorendszeriikben,
mind a feliiletiikre tapadva képesek sporakat szallitani (Bratek et al. 2001b; Bratek et al.
2010).

Fontos kiemelni, hogy a fold alatti gombafajok dont6 tobbsége ektomikorrhiza-képzo
faj, mely alapjan Tedersoo et al. (2006) tgy gondolta, hogy a Pezizales renden beliil az
ektomikorrhiza-képzés a fold alattiva valas eldfeltétele. Joval alaposabb irodalmi attekintés
alapjan ez nem feltétleniil igaz minden leszdrmazasi vonalra (Tedersoo ef al. 2010). Mégis a
legtobb, gazdasagilag, igy kutatas szempontjabol is fontos hipogea faj ektomikorrhiza-képzo,
igy a gazdandvényiik megléte és sziiksége nem elhanyagolhat6 tényezd. Ennek szép példaja a

Tuberaceae csalad, mely radiacioja feltehetéen a korai zarvatermd, kétszikii novényekével



egyltt torténhetett (Bonito er al. 2013). A fentiekbdl kovetkezden, a fold alatti gombak
elterjedési mintazatainak, tér és idobeni terjedésiik értelmezéséhez figyelembe kell venni

mind a terjesztd vektorok, mind a gazdandvények terjedését.

2.2 Tuber nemzetség jellemzése

A 6ld alatti gombak, de még a nagygombak koziil is kiemelkedd jelentdséggel birnak
a Tuber nemzetség fajai, az ugynevezett valdodi szarvasgombak. Népszeriiségiiket a
nemzetségben talalhatd néhany rendkiviili organoleptikus tulajdonsagokkal rendelkezd,
ezaltal gasztrondmiailag, és gazdaséagilag is fontos fajnak koszonhetik (Hall er al. 2007).
A gazdasagi jelentdség érthetd, ha csak a legkeresettebb fajok piaci arat tekintjiik. Példaul a
francia szarvasgomba dra a kétezres évek elején 700-1500 €/kg koriil mozgott, ami egyes
becslések szerint 0sszességében 66,6 millid € forgalommal jart csak Franciaorszagban a 2000-
2001-es szezon alatt (Murat, 2004). Az isztriai szarvasgomba 2012. évi atlagos dara
Olaszorszagban 2800-3800 €/kg. Mig a gyiijtésben nem szereplé Amerikai Egyesiilt Allamok
2009. évi piaci arai a legdragabb harom fajra nézve a kovetkezok voltak: 7. brumale: 660

$/kg, T. melanosporum: 1760 $/kg és T. magnatum: 5060 $/kg Bonito et al. (2010b).

A csak fold alatti termdtestet képzd fajokat tartalmazd Tuber nemzetség az
Ascomycota torzs Pezizales rendjébe tartozdé Tuberaceae (Hibbett et al. 2007) legdiverzebb
nemzetsége, melyet Micheli 1729-ben irt le. A nemzetség fajgazdagsagarol eltérd becslések,
adatok Iéteznek. Az Index Fungorum adatbazis alapjan Jeandroz et al. (2008) 227, mig Bonito
et al. (2010b) 256 Tuber fajt, alfajt vagy valtozatot (varietas) talaltak. A Mycobank
2014.04.24-e1 allapota alapjan 262 legitim Tuber faj, vagy az alatti kategéria van
megkiilonboztetve. Wang et al. (2007) szerint 140 faj és 65 alfaj 1étezik, melyek kozik
hozzavet6legesen 70-75 lehet érvényes (Hawksworth 1996; Bougher & Lebel 2001). Ceruti et
al. (2003) rendkiviil alapos munkaja 35 érvényes fajleirast emlit Eurépabol. Bonito et al.
(2010b) egeész vilagra kiterjedd sajat €s GenBankbol (Benson et al. 2012.) szarmazo
szekvenciak alapjan 123 ITS filotipust talalt, annak ellenére, hogy az ismert fajoknak csak kb.
70 %-a szerepelt az elemzésben. A becslés modszerétdl fiiggden minimum 180-230-ra tehetd
a teljes Tuber nemzetség fajszama (Bonito et al. 2010b), melyet igazol a kordbban kevéssé
kutatott teriileteken elkezd6dd fajleirasi hullam. Mig 1980-ig nem is kutattdk a
szarvasgombakat Kindban, mostanra legalabb 31 fajt irtak le, melybdl néhany helyessége

megkérddjelezhetd (Garcia-Montero et al. 2010; Wang et al. 2007). Japanban 20 1j



filogenetikai szarvasgomba fajt talaltak, fajszam becslésekkel pedig 29-40 faj meglétét
prediktaltak a szigetvilagrol (Kinoshita ef al. 2011).

A Tuber nemzetségen beliili csoportositasokkal kapcsolatban is szdmos morfologiai,
ujabban molekularis filogenetikai megkdzelités latott napvilagot. Kezdetben Fischer (1897)
bontotta két alnemzetségre, melyet Achionnak €s Eutubernek nevezett. Késdbb Knapp (1950),
Gross (1987), Riousset et al. (2001) morfoldgiai bélyegekre tdmaszkodva modositottdk a
csoportok szamat 2 €s 6 kozott. Ezt kovetden mar nukleinsav adatokra tamaszkodva Wang et
al. (2006) hét, majd Jeandroz et al. (2008) nyolc nemzetség alatti csoportot kiilonit el.
Megbizhat6 tobb génes, és kellden széleskorti mintazassal jelenleg 11 f6 leszarmazasi vonalat

lehet elkiiloniteni a nemzetségen beliil (Bonito ef al. 2013).

A valddi szarvasgombak jellemzden a Fold északi féltekén Oshonosak. Legszélesebb
korben elterjedt a Puberulum-fajcsoport, melynek képvisel6it ma mar szinte minden
kontinensen megtaldlhatjuk. Vannak olyan fajcsoportok, melyek a harom északi kontinensen
fordulnak el (Rufum, Melanosporum, Maculatum €és Macrosporum), és olyanok is melyek
csak Eurdpaban és Azsiaban fordulnak eld természetesen, mint az Aestivum és Excavatum
csoportok. Ezek mellett szamos fajcsoport csak 1-1 kontinensre endemikus, igy a Japonicum
(Azsia) Gennadii, Multimaculatum (Eurdpa), és Gibbosum (Amerika) (Bonito et al. 2013).
Ugyanakkor 16 Tuber-fajrol sikeriilt kimutatni, hogy természetes elterjedési teriiletén kiviili

kontinenseken, szigeteken megtelepedett, mint adventiv faj (Bonito et al. 2010b).

Jelenlegi elterjedési mintdzatuk minél teljesebb ismeretében ¢és molekularis
filogenetikai vizsgélatokra alapozott molekuldris oOra becslésekkel lehet a legjobban
megérteni, és kovetkeztetni a nemzetség torténeti biogeografidjaval kapcsolatos eseményekre.
Molekularis ora becslés alapjan, korabbi cikkek a Tuber nemzetség kialakuldsat 271-140
milli6 évre teszik (Jeandroz et al. 2008), ezzel szemben Padovan et al. (2005) a Discomycetes
I. klad létrejottét, mely megfeleltethetd a Tuber/Peziza elvalasnak minimum 529 millié évre
becsli. Tobb 10kuszt és mintat felhaszndld becslés alapjan a Tuberaceae csaldd k6zos Ose
feltehetéen 156 millid évvel ezeldtt a késé Juraban élt, melyet kb. 141 millio évvel ezeldtt a
valddi szarvasgombak kozos 0sének levalasa kovetett (Bonito et al. 2013). A divergencia id6
becslések alapjan a Tuberaceae és a Tuber nemzetség kialakuldsa Laurazsia és Gondwana
szétvalasa utan torténhetett, amely jol magyarazza a széleskort, elsésorban Eszaki foldrészen
tapasztalhato elterjedésiiket. Ezt kovette a Tuberek fo leszarmazasi vonalainak kialakulésa,
mely 65 milli6 évvel ezeldttre befejezddott, de radidciojuk foként csak a Paleogénben

kovetkezett be (Bonito et al. 2013).
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A Tuber-fajok radiaci6jaban nem csak a kontinens-vandorldsok, de a gazdandvényeik
evolucios fejlddése €s migracidja is fontos tényezd volt, ugyanis az EM gombdk teljes
életciklusanak lezajlasahoz nélkiilozhetetlen a gazdandvény jelenléte. Osi karakterallapot-
rekonstrukcié alapjan Gigy tlinik, hogy a Tuberaceae csalad dse is mar mikorrhiza-képz6 volt,
mely nagy valoszinliséggel, zarvatermd ndvénnyel képezett szimbionta kapcsolatot. Rdadasul
a legfobb EM képzd gazda leszdrmazasi vonal és a Tuber-fajok radiacidja is kozel egyiitt
torténhetett (Bonito et al. 2013). A valddi szarvasgombakra néhany kivételtdl eltekintve nem
jellemzé  gazdaspecifitas. Eddig egyediil a Gibbosum-fajcsoport esetén sikeriilt
nyitvatermOkre iranyuld gazdaspecificitast kimutatni (Bonito ef al. 2010ab). Széleskorii
mikorrhiza-képzésre példa a Tuber aestivum, mely leggyakrabban a Fagaceae ¢és a Betulaceae
novénycsaladd fajaival képez ektomikorrhizat (Hall et al. 2007), de Pinaceae csalad Picea,
Pinus és Cedrus nemzetségek egyes fajaival is bizonyitottan egyiitt tud élni (Chevalier et al.
2005). Tovabba Tuber mikorrhiza-képzés kisérletesen is bizonyitva lett mar a Juglandaceae
csaladba tartozd Carya illinoinensis, Pekan di6 (Benucci ef al. 2012b) ¢€s a Cistaceae csaladba
tartozod Cistus incanus, bodorrozsaval is (Bustan et al. 2006). Emellett tobb alkalommal
sikerlilt molekularis biologiai modszerekkel erdei orchidea gyokerekbdl (pl. Epipactis spp.)
Tuber jelenlétét kimutatni (Bidartondo & Read 2008; Ouanphanivanh et al. 2008).

Fontos megemliteni néhdny, mar régoéta haszndlt Tuber nemzetségen beliili
csoportositd karaktert, mint a spoérdk ornamentaltsadga, az aszkuszonkénti sporaszdm eloszlas,
¢s a pikkelyek megléte, a termdtest szine (Riousset ef al. 2001). A spora ornamentika, lehet
tiiskés, halozatos, vagy a kettd kozti atmenet (spino-retikuldlt). A fajok dontd tobbsége
retikulalt ornamentikaji, nem meglepd, hogy az 0Osi karakter rekonstrukci6 alapjan is a
halézatos spora diszitettséget lehet Osibbnek tekinteni. Ugyanakkor a tiiskés (vagy
spinoretikulalt) sporaornamentika is legalabb két ledgazasi vonalon, egymastdl fliggetleniil
kialakult, a Rufum-Melanosporum ¢és a Tuber panniferum Tul. & C. Tul. vonalon (Bonito ef

al. 2013).

A kovetkezdkben bemutatasra keriilnek azok a valddi szarvasgomba fajok melyekkel
részletesebben foglalkoztunk, tobbek kozott kitérve azok jelentdségére, rendszertani

helyzetére, morfologiai sajatsagaira.
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2.2.1 Tuber brumale — téli szarvasgomba

A téli szarvasgomba (Tuber brumale Vittad.) gasztrondémiai €s gazdasagi szempontbol
is az egyik legjelentdsebb szarvasgomba faj. Ezt bizonyitja, hogy francia piacokon csak a
T. melanosporum és T. brumale fajokat illetik a “szarvasgomba” jelzdvel (Douet ef al. 2004).
Ugyancsak gasztrondmiai megbecsiiltségét mutatja kivaldé organoleptikus tulajdonsaga,
melyben szintén kozel all a 7. melanosporumhoz (Kiss et al. 2011). Nem véletlen, hiszen
valoban viszonylag kozeli rokona a francia szarvasgombéanak. A 7. brumale is
ektomikorrhiza-képzd (Giomaro et al. 2002), de a nemzetség legtobb fajadhoz hasonléan nem
gazdaspecifikus faj (Hall et al. 2007; Chevalier et al. 2005). Egyike azon Tuber-fajoknek
melyek adventiven, eredeti ¢l6helyiiktdl tavol is megtelepedtek (Bonito er al. 2010b),
valamint gyakran jelennek meg ember 4ltal 1étrehozott szarvasgomba iiltetvényekben (Olivier
et al. 2012; Chevalier et al. 2005; Benucci et al. 2012a; Guerin-Laguette et al. 2012; Belfiori
et al. 2012). Szémos cikk foglalkozott mar a 7. brumale mas fajokra vald hatdsanak
vizsgélataval, mig egyértelmiien negativ, kiszoritd hatdsat els6sorban szakkonyvek emelik ki
(Chevalier et al. 2005; Olivier et al. 2012; Chevalier & Sourzat 2012; Sourzat, 2011).
Mamoun & Olivier (1993) vizsgalatai alapjan latszik, hogy a Tuber brumale negativ hatasa az
ontdzési stratégiatol, igy a kornyezeti tényezdktdl nagyban fligg. A gazdasagilag fontos Tuber
fajok kompetitiv képessége mas ektomikorrhizas fajokkal szemben kiilonb6zd, amit az egyes
fajok mikorrhiza-k6zosségeinek mennyiségi €s faj-Osszetételbeli kiilonbségei is mutathatnak

(Belfiori et al. 2012).

A téli szarvasgomba a Melanosporum leszarmazasi vonal tagja, mely tovabbi két
féagra bonthatd (Jeandroz et al. 2008). Az egyik a Tuber melanosporum, T. regiomontanum
Guevara, Bonito, & Rodriguez (Guevara et al. 2008; Bonito et al. 2013) és T. indicum Cooke
& Massee fajkomplexet tartalmazza, a masik a 7. pseudoexcavatum Y. Wang, G. Moreno, L.
J. Riousset, J. L. Manjon & G. Riousset ¢és T. brumale fajokat tartalmazza. A T. brumale és
T. pseudoexcavatum k6z0s eredetére utal az ITS1 régidban tortént hdromszaz bp-os inzercio is
(Wang et al. 2006). Wang et al. (2006) szerint a melanosporum kldd MRCA-ja Eurdpa és
Kina kozott €lhetett. ElsOként a 7. pseudoexcavatum / T. brumale vonal valt szét, amely soran
a T. brumale 6se Europa felé, mig a T. pseudoexcavatumé Kina felé kezdett el migralni.
Hasonl6 utvonalon vandoroltak, de késdbbi szétvalast mutatnak a 7. melanosporum ¢és
T. indicum 6sei, ezaltal szintén vikaridns fajparokat alkotva. Ezzel ellentétben Bonito et al.
(2013) szerint a melanosporum klad radiacidja E-Amerikabol, 79 millio évvel ezeldtt a
Pinaceae gazdanovényekkel kapcsoltan kezdédhetett meg, amit Azsidba és Eurdpaba vald

migracidjuk kovetett. Az eurdpai fajok esetén észlelt alacsony nukleotid variabilitds az azsiai
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fajokkal szemben, egy erds palacknyak effektus bekdvetkeztére utal, az eurdpai fajok

torténetében (Wang et al. 2006; Murat et al. 2004).

A T. brumale a borealis, és arktikus biogeografiai régioi kivételével szinte egész
Eurdpaban elterjedt faj (Montecchi & Sarasini 2000; Lawrynowicz, 1992; Hollos, 1911).
Az ember-medialt behurcolas eredményeként 1995-ben Uj-Zéland szigetén is megjelent (Ho
et al. 2008). Megitélése kettds, mig egyes orszagokban hidnyzik, vagy ritkdnak tartjak
(Anglia, Németorszag, Lengyelorszag, és Skandinavia; Benjamin Stielow, Christina Wéden,
Maria Lawrynowicz és Marie-Anne French szobeli kozlése alapjan), addig mas orszagokban
gyakori, kozonséges fajnak szamit (Francia-, Olasz-, Magyarorszag, Szerbia, Romania,
Szlovénia; Grebenc, 2008; Marjanovi¢, 2008; Bratek et al. 2013; Alessandra Zambonelli és

Gérard Chevalier szobeli kozlése alapjan).

Dr. Hollés Laszlo franciaorszadgi gyljtések anyagai alapjan ismerte a téli
szarvasgombat, ennek ellenére 6 maga soha nem talalt. Hollos koraban a faj elsd és egyszeri
Karpat-medencei adata, Vagujhelyrél (Nyitra megye, mai Szlovéakia) szarmazik (Hollos,
1911). Kés6bb Szemere Laszld foglalkozott hazdnkban a fold alatti gombavildggal. Sok dr.
Hollos Laszlo altal leirt fold alatti gomba leldhelyet felkutatott, és szamtalan 0j termOhelyet
talalt, de a 7. brumale fajt egyediil Szentgélrol (1959), valamint a budapesti Hlivosvolgybol
(1962) emliti (Szemere, 1970). Ausztriaban Anna és Kurt Mader 1968 ota tartd folyamatos
gyljtés ellenére (365 mikotéka adat) sem taldlt 7. brumalet. Urban (2008) cikke alapjan csak
2000-ben taldltak meg elészor Rosaliengebirge kornyékén. Ertékes adataink vannak még
Erdélybdl, ahol Misky Mihdly, Pap Géza és Pazmany Dénes 1971-t61 kezd6dd, viszonylag kis
teriileten (2-3 telepiilés) zajlo, alapos gytijtési munkajuk ellenére (hozzavetdlegesen 360 adat)
is csak 1982-ben taldltdk eldszor (Pdzmany, 1990/1991). Ezutan folyamatosan eldkertilt,
mostanaban pedig mindenhol eléforduld, kozonséges gombanak tartjadk Erdélyben is (Fekete

Attila szarvasgomba-kereskedd szobeli kozlése).

Vittadini a 7. brumale leirasat 1831-ben egy Miland kornyékérdl szarmazo anyagon
végezte el. Az 1800-as évek végén a téli szarvasgombahoz hasonlo, de attol illatdban eltérd
(pézsma), fajt irtak le, a Tuber moschatum Bonnet fajt. Chatin (1892) szerint ez a faj csak egy
valtozata a T. melanosporumnak. Fischer (1897) szerint a T. moschatum a T. brumalenak csak
egy formaja. Mattirolo 1933-as munkdjadban még elfogadja a T. moschatumot autondom
fajként, és mindenhol elterjedt, kozonséges fajnak tartja Olaszorszagban (lasd Riousset et al.
2001). Az izoenzim- ¢és aminosav-polimorfizmus vizsgalatok alapjan a 7. moschatum mintak

egyezést mutatnak a 7. brumale mintakkal, amely alapjan felvetddott, hogy ugyanazon fajhoz
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tartoznak (Gandeboeuf ef al. 1994, 1997). A téli szarvasgomba morfologiailag igen valtozatos
faj, amit az bizonyit, hogy szdmos fajleiras tortént rola, pl 7. cibarium, T. hiemalbum, T.
renati, T. moschatum, T. montanum, Oogaster brumalis lasd Ceruti ef al. (2003), ugyanakkor

mara mar a legtobb 6sszefoglalo munka egy fajnak tekinti a téli szarvasgombat.

2.2.2 Tuber regianum-szera fajok

A Tuber nemzetség legkésdbb leirt europai fajai kozé tartozik a Tuber regianum
Montecchi & Lazzari (1987) és Tuber bernardinii Gori (Gori, 2003). Mindkét faj
legbiztosabb, a tobbi fajtol elkiilonitd jellegzetessége, a 6-8 kicsi, halozatos diszitettségii
sporat tartalmazo aszkuszok nagy ardnya. A nemzetségen beliil magasnak szamito sporaszam
csak masik két europai fajra jellemzd, a tiiskés sporas 7. panniferumra, a joval nagyobb
sporaju T. malenconii Donadini, Riousset, G. Riousset & G. Chev. fajra. A T. regianumot, és
T. bernardiniit egymastol az kiiloniti el, hogy az utobbinak nagyobb halo szemekkel diszitett
a sporgja, a peridiuman moniliform (ldnc-szerlien egymast kovetd duzzanatokbdl allo) hifa
kindvések talalhatoak, a domindns aszkuszonkénti sporaszam pedig csak hét (Gori, 2003). A
T. regianum Montecchi & Lazzari (1987) szerint rendkiviil ritka, a hegyekben (1300 m tszf.
magassagban), laza, gyengén savas talajokon, lombhullaté fak alatt el6forduld fa;.
Olaszorszagon kiviili eléforduldsarol (Erdélyi-medence) Bratek et al. (2001) publikaltak
elsdként. Az ezredforduld korili 7. regianum adatainak tobbsége alacsonyabb teriiletekrol
(300-500 m tszf. magassagban) szarmaznak (Montecchi & Sarasini 2000). Pomarico et al.
(2007) a Basilicata régio (Dél-Olaszorszag) Tuber fajainak részletes vizsgalata sordn, a nem
ehetd fajokat 0sszehasonlitva, lokalisan elterjedt faj kategoriaba soroljak. A fajrél nemzetkozi
adatbazisokban nincs elérhetd szekvencia. Riousset et al. (2001) a Macrosporum-fajcsoportba

sorolja a peridium jellegzetességei miatt.

A T. bernardinii irodalmi adatok alapjan eddig csak Olaszorszagban fordult eld 800-
1100 m tszfm. magassagban, Betula pendula és Castanea sativa alatt. A leirasa 6ta 6sszesen
egy helyen emlitik, a Velencei herbarium genotipizalasa soran egy 7. bernardiniinak
hatarozott minta ITS szekvenciaja keriilt fel a GenBank adatbdzisaba JF908739 szdmmal
(Osmundson et al. 2013).

2.2.3 Rufum-fajcsoport

A Rufum-fajcsoport tagjai mindenhol kézonségesek, gyakoriak, de kis méretiik €s

szurds szaguk miatt piaci €értékiik elhanyagolhato (Iotti ef al. 2007). Elterjedtségiik dkoldgiai
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szerepiikre hivja fel a figyelmet, mig a 7. aestivum természetes €¢lohelyein ¢€s iiltetvényein
tapasztalt gyakori megjelenése miatt nagyobb odafigyelést igényel (Iotti et al. 2007; Merényi
et al. 2010b). A fajcsoport k6zos morfologiai jellegzetessége a kicsi, tobbnyire barnds-vordses
(egészen halvany sargatol feketéig) sima felszinli termdétest, mely tobbnyire 1-5 tiiskés sporas
aszkuszokat tartalmaz (Montecchi & Sarassini 2000). A fajcsoport tagjait a Fold északi
féltekéjén mindenhol megtalaljak, egészen Eszak-Afrikaig (Jeandroz et al. 2008) rdadasul Uj-

Z¢land szigetén is sikeriilt kimutani (Bulman et al. 2009).

A klad névado fajat, a Tuber rufumot Pico 1788-ban irta le els6ként. Azota szamos,
ebbe a csoportba tartozo fajleiras késziilt, melyet Ceruti et al. (2003) T. rufum, T. ferrugineum
Vittad. és T. nitidum Vittad. autondm fajokként foglalnak 6ssze, melyekhez rendre 23, 2 ¢és 9
szinonimot gytjtottek 0ssze. A gyakorlatban a 7. rufumot spéra alapjan két valtozattal (var.
rufum ¢€s var, apiculatum), valamint a termétest szin alapjan harom formaval (f. ferrugineum,
f. lucidum, f. nitidum) kiilonitik el (Montecchi & Sarassini 2000). Ezek mellett néhany
Amerikai fajt is leirtak, mint a 7. candidum Harkn., T. quercicola J. L. Frank, Southworth &
Trappe ¢és a T. texense Heimsch (Wang et al. 2007). Illetve Kinaban is irtak le harom fajt, igy
a T. huidongense Y. Wang, T. liaotongense Y. Wang ¢€s T. taiyuanense B. Liu (lasd Wang et
al. 2007). Molekularis taxonémiai vizsgalatok alapjan a Tuber nemzetség egyik leginkabb
fajgazdagabb kladja, melyben még legaldbb huszonét leiratlan faj tartozik, amik kozil

tizenharmat csak mikorrhizabdl mutattak ki (Bonito ef al. 2010b).

2.3 A Genea nemzetség jellemzése

Carlo Vittadini (1831) altal leirt lyukas szarvasgombak, vagy likastriflak (Halédsz et al.
2007) nemzetsége a Genea Vittad. a valodi szarvasgombak mellett az egyik leggyakoribb, bar
étkezési szempontbol jelentéktelen aszkuszos fold alatti gomba csoport. Tobb lokuszos
filogenetikai elemzés alapjan a Genea nemzetség a Pyronemataceae csalad tagja (Hansen et
al. 2013). A termOtestek altaldban kicsik, barnik-feketék, melyekben egy vagy tobb belsd
ireg taldlhatdo. Az aszkuszok altaldban nyolc, egymds mellett egy sorban elhelyezkedd
(uniseriate), papillakkal ornamentalt sporat tartalmaznak (Montecchi & Sarassini 2000).

A nemzetségben hozzavetdlegesen 35 érvényes fajleirds létezik. A Mycobank
adatbazisa (2014. Junius 10-ei allapotdban) 39 legitim fajleirast, és még 13 faj alatti kategoriat
kiilonit el. Ezzel szemben Montecchi & Sarasini (2000) Eurdpa hipogeait Osszefoglalo

munkajaban mindossze hét fajt emlit. Smith er al. (2006) pedig hat Genea-faj meglétérdl ir
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Eszak-Amerikaban. Azsiabol mindossze harom fajrol van publikalt adat (Zhang, 1991). Az

egész nemzetségre kiterjedd molekularis taxondmia reviziot még nem végeztek.

2.4 Hipogeak kutatasanak torténete és térképezésiik

Egyes forrdsok szerint mar a Biblidban is talalhatunk fold alatti gombakra vald
utaldsokat (Hollos, 1911; lasd Shavit, 2014), de az dkori gordogok és romaiak mar biztosan
foglalkoztak, és szdmos elméletet hoztak létre e furcsa lények eredetével kapcsolatban
(Renowden, 2005). Ugyanakkor hipogeikus gombakrol az elsé tudomanyosnak tekinthetd
strukturalis leirdsokat John Ray végezte, amit 1682-ben megjelend miivében kozolt. Nagyobb
fellendiilést a XVIII-XIX. szdzad néhany kivalo természettuddsa hozott, ugymint C. H.
Persoon, E. M. Fries, C. Vittadini, A. J. C. Corda és L. R. & C. Tulasne. Ok fektették le a fold
alatti gombakrdl akkoriban rendelkezésre allo ismeretanyag alapjait, melyet a szamos, azota is
érvényes fajleiras is bizonyit. A fold alatti gombdak kutatdsa egyre népszeriibbé valt a XX.
szdzad soran, melyrdl tobbek kozott A. Knapp, F. Bucholtz, és L. Hollés munkassaga
tanaskodik. De mas kontinenseken is elindultak a hipogea kutatasok, igy E-Amerikaban H.W.
Harkness, H. M. Gilkey, C. W. Dodge és S. M. Zeller munkéjanak kdszonhetéen (Hawker,
1954).

A Kaérpat-medence fold alatti gombainak elsd vilaghiri magyar kutatdja dr. Hollos
Laszlo, aki szinte a Karpat-medence egész teriiletét bejarta, gyljtott és kapott is szadmos fold
alatti gombat. Hollos (1911) 6sszegzi koranak ismert fold alatti gombaadatait, az ¢l0helyek
részletes leirasaval. Osszesen 52 fajrol gytijtott kozel 460 adatot. A Tuber aestivum és
Choiromyces meandriformis Vittad. addig ismert lelohelyeit egy Magyarorszag térképen
abrazolta, mely térképet a vilag els6 gombatérképei kozott tartjak szamon. Szemere Laszlo,
mar 86-ra emelte a hazankban megtalalhatdo hipogea fajok szamat. Sajat gyljtéseinek ¢€s
megfigyeléseinek eredményeit dr. Hollos Laszlo kordbbi adataival egyiitt, azt 0sszegezve
kozolte (Szemere, 1965, 1970). A kornyezd orszagok koziil Ausztriaban tortént komolyabb
gylijtd munka Kurt Mader és Anna Mader részérdl. Gytjtdémunkajuk alatt, 1950-t61 1999-ig
365 mikotéka adatot deponaltak. Erdély teriiletén, elsésorban Székelykeresztir, Rugonfalva
¢s Kolozsvar kornyékén 1969-t61 1988-ig, kozel 360 fold alatti gombagytijtést regisztraltak
Misky Mihaly, Pap Géza és Pazmany Dénes (Pazmany, 1990/1991).

A mault szdzad viszontagsagai utdn, az 1990-es évektdl kezdddden a karpat-pannon
régid tobb orszagaban is felélénkiilt a gombak, igy a szarvasgombdk iranti érdeklddés is,

melyet tobb, gombakkal foglalkozd kézhasznlii egyesiilet létrejotte is jelez. Hazénkban,
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kezdetben az 1992-ben megalakult Magyar Mikologiai Tarsasag (MMT) fogta Ossze a
szakmai €s amatOr szarvasgomba irant érdekléddket. Az egyre ndvekvd érdeklddésnek
koszonhetden 1997-ben megalakult az Els6 Magyar Szarvasgombéasz Egyesiilet (EMSZE),
melyet szamos kisebb szarvasgombakkal foglalkozd egyesiilet megalakulasa kovetett. A
l1étrejovo szakmai szervezetek, egyesiiletek vezetésével a hipogeikus gombak térképezése, az
anyagok herbariumi deponélasa is sokat haladt elére. Az egyre népszeriibbé vald, kutyaval
torténd szarvasgomba-vadaszatnak koszonhetden a fold alatti gombak gylijteményekben
deponalt anyagainak szdma az évek soran egyre inkdbb ndtt. Ami nagyban hozzdjarult az
egyik legnagyobb hipogea gyljtemény (mikotéka) az 1990 6ta folyamatosan boviild, dr.

Bratek Zoltan kezelésében 1évo EMSZE-mikotéka létrejottéhez és boviiléséhez.

A természetrajzi tdrak (herbariumok, mikotékak) ezres, millios nagysagrendben
tartalmaznak  kilonféle modszerekkel tartdsitott  €lélényeket  késObbi  vizsgalat,
Osszehasonlithatosag céljabol, mely nem csak az ¢€ldlények rendszerezés€¢hez, de azok
elterjedési, Okologiai stb. vizsgélataihoz is nagymértékben hozzajarulnak. Raadasul a
formalisan leirt fajok tipusanyagait is ilyen gylijteményekben deponaljak. A természetrajzi
tarak kezelése rendkiviil id6- €s energia igényes, melyet nagymértékben megkdnnyithet, és
gyorsithat a kapszulak (herbariumi/mikotéka anyag) adatainak adatbazisba rendezése. Ehhez
nagy segitséget jelentenek a mar mindenki szdmara elérhetd szamitogépek, szerverek, melyek
lehetdvé teszik, hogy nagy mennyiségli, azonos mindségli adatot strukturaltan adatbazisokba
rendezziink, konnyebb kezelhetdség, lekérdezés vagy szerkesztés érdekében. Tovabb noveli a
herbariumok felhasznalhatosagat a herbariumi ivek digitalizalasa, €és internetes kozzététele,
mely nagyban segiti akar kiilfoldi kooperaciokban megvalosuld biogeografiai, taxonomiai,
florisztikai/fungisztikai munkékat (Barkworth & Murrell 2012; Takécs et al. 2014). Egy
kovetkezd 1épés lehet, a gyljtemények anyagainak nagy léptékii genotipizédlasa is, melyet
példaul a Velencei Természettudomanyi Muzeum (Museo di Storia Naturale di Venezia,
Olaszorszag) mikotékajaval végeztek. Kozel 5000 nagygomba anyagbdl probaltak ITS
szekvenciat nyerni, melybdl tobb mint 1100 szekvenciat sikeriilt a GenBankba is feltdlteniiik
(Osmundson ef al. 2013). Egy masik példa, az angliai Royal Botanic Gardens (Kew), gomba-
tar egy kis részének (279 minta) ITS szekvenaldsa ravilagitott, hogy a szekvencia alapu
fajhatarozas kordban milyen szerepe van ezen gyljteményeknek. A kapott szekvencia mintak
~70%-a faji szinten nem szerepelt a GenBank adatbazisdban, mig a mintdk ~12%-a csak
kornyezeti mintavételbdl szarmazd szekvencidhoz illeszkedett 97%-os hasonlosagi hatar
mellett. A gylijtemények legnagyobb szerepe abban all, hogy a nemzetkdzi adatbazisokba

termoétestekkel is aldtamasztott referencia szekvencidkat szolgaltasson, hogy a rengeteg uj,
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akar kornyezeti mintavételbdl szarmazd szekvenciat legyen mihez hasonlitani (Brock et al.

2008).

2.5 Fajkoncepciok, kriptikus, pszeudokriptikus fajok a gombak korében

Fajdiverzitdsukbol adoddan, feltehetden a gombak alkotjdk a masodik legnagyobb,
leginkabb fajgazdagabb orszagot (regnum) az eukaridta szervezetek koziil (Blackwell, 2011;
Mora et al. 2011; Schoch et al. 2012). A Dictionary of Fungi els6 kotete 1943-ban
megkdzelitdleg 38000 “j01” leirt faj meglétérdl ir, mig ez a szam, az utolso, 2008-as kdotetre
mar 97330-ra duzzadt (Kirk ez al. 2008). A kutatokat mindig is érdekelte, hogy 6sszesen hany
faj élhet a F6ldon, amely megbecsléséhez, az addig megismert fajok szamat, a kutatottsdguk
intenzitasat, vagy mas csoportok fajszamat stb. hasznaltak fel (Mora et al. 2011). A mult
szazad kozepe felé 100-250 ezerre (Ainsworth & Bisby 1943), mig a vége felé mar 1,5
milliora (Hawksworth, 1991) becsiilték a gombak fajszamat. Ugyanakkor a mar DNS adatokat
(kornyezeti mintavétel) is felhaszndld becslés alapjan 3,5 és 5,1 milli6 kozé tehetd a regnum
fajszama (O’Brien et al. 2005). A teljes fajdiverzitds megismerésén, becslésén tul a fajok
egymastol valo elkiilonitése elengedhetetlen a biogeografiai, 6koldgia, makroevolucios, és
konzervacid bioldgiai kutatdsokhoz (lasd Sites & Marshall 2003). A hibas fajhatarok és
ezaltal téves diverzitas-becslések teljesen félrevezetd eredményeket adhatnak diverzifikacios,
Okoszisztéma, ¢és fajképzddési folyamatok megértésében, vagy akar faj €s él0hely védelmi
prioritasok, ezaltal a kezelések megvalasztasaban is (Dayrat, 2005).

Hogyan donthetjiik el, hogy mely ¢€l6lények tartoznak kiilon fajokhoz, és melyek még
ugyanahhoz a fajhoz? A kérdés megvalaszolasa korantsem egyszerti, melyet mar Darwin
véleményébdl is sejthetiink: “Azzal a szamos meghatarozassal sem foglalkozom, amelyeket a
faj fogalmara korabban adtak. Egyilk meghatarozds sem elégitette ki az Osszes
természetkutatot, de azért minden természetkutatd homalyosan tudja, hogy mire gondol, ha
fajokrol beszél.” (Darwin, 1859) Tovabba err6l tantskodik a nagyszamu, fajkoncepciok
témakorében megjelent iras is (lasd Sites & Marshall 2003). Mayden (1997) 24 fajkoncepciot
mutat be, melyeket elsddleges, ¢s masodlagos fajkoncepciokra kiilonit el. A legelfogadottabb
elméleti koncepcidnak az evolucios fajkoncepciot (ESC) tartjak, melyet Ggy definidlnak, hogy
“egy populacid leszarmazottai, melyek fenntartjdk identitdsukat a tobbi populacio
leszarmazottjaitdl, és melyek sajat evolucios torténettel és tendenciaval rendelkeznek™ (Wiley,
1978). Ahogyan az elsddleges fajkoncepcidkra jellemzd, az ESC sem tesztelhetd, nem lehet a

definici6 alapjan fajokat azonositani. Ezért sziikség van madasodlagos, gyakorlati
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fajkoncepciokra, melyek mind az ESC-t probaljak felismerni. Ezek koziil a gombak korében
leggyakoribbak a morfologiai fajkoncepcio (MSC), a bioldgiai fajkoncepcid (BSC) ¢és a
filogenetikai fajkoncepci6 (PSC). A harom masodlagos fajkoncepciohoz harom gyakorlati
(operational) fajtelismerés tartozik, melyeket sorban morfolégiai, biologiai €s filogenetikai

faj észlelésnek nevezhetiink (MSR, BSR, PSR) (Taylor ef al. 2000).

A gombadk korében is a klasszikus morfologian alapuld faj észlelés (MSR) a leginkabb
elterjedt modszer. Szinte minden leirt gombafaj e kritériumok alapjan lett levalasztva
fajtarsairol (Hawksworth ef al. 1996) és még napjainkban is a leirt fajok dontd tobbségét csak
fenotipusos jellegek alapjan kiilonitik el (Hibbet e al. 2011). A modszer eldnye
elterjedtségében ¢€s latszolagos egyszertiségében rejlik, hiszen a korabban leirt fajok anyagai,
leirasai 0sszevethetdek a potencidlisan Uj fajok mintaival. Az MSR hatranya hogy sokszor
joval kevesebb faj mutathatd ki vele, mint a BSR vagy PSR modszerekkel (Taylor et al.
2000).

A mikologiaban szintén népszerli, mivel egyes esetekben konnyen tesztelhetd a
bioldgiai fajkoncepcid. Biologiai faj alatt “potencidlisan vagy ténylegesen egymas kozt
szaporodd természetes populacidk csoportjat értjiik, melyek reproduktivan izolalodtak mas
hasonld csoportoktol” (Mayr, 1942). Egzaktsaga ellenére szadmos hibaval terhelt, a
homotallikus gombék problémakorétdl kezdve, az ivartalan alakokon 4t egészen az aktualis,
potencialis génaramlds kozotti kiilonbség okozta problémakig. A fold alatti, még inkabb a
valdédi szarvasgombdak esetében a BSR legnagyobb hatranya, hogy ektomikorrhiza-képzo
fajok 1évén rendkiviil nehezen izoldlhatok, és tarhatok fenn in vitro tenyészetekben, igy

parosodasi tesztek végzése szinte lehetetlen.

Filogenetikai fajkoncepciobdl is szamos verzid sziiletett mar (Mayden, 1997), de
mindegyik meghatarozdsban ko6z0s a monofiletikussag fontossaga, melyet a kozos
leszarmaztatott karakterek meglétével vagy hidnyaval lehet megallapitani. Napjainkban
leginkabb molekularis adatokon, nukleinsav szekvenciakon alapulé filogenetikai elemzéseket
készitenek, melyen alkalmazni lehet a PSR-t. A fix4lodott gén kiilonbségek, és reciprok
monofilia amellyel diagnosztizalhaté a PSC. Egy vagy tobb 16kuszon tapasztalt kozos allélek
hianya, a populaciok kozott mar régota megsziint géndramlasra utalnak, ezaltal elégséges
kritériumnak ttnik, hogy segitségével csoportokat diagnosztizaljunk (Frankham et al. 2012).
A PSR hatranya, hogy nem tudhatjuk hol, mely klasztereknél hlizzuk meg a faj hatarokat,
mivel nem tudhatjuk, hogy a tapasztalt variabilitds az intraspecifikus, vagy interspecifikus. A

szubjektivitas elkeriilhetd, ha egyszerre tobb l0kusz konkordanciajat vizsgaljuk, melyet gén-
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genealdgiai konkordancianak neveznek (Baum & Shaw 1995). Ennek 1ényege, hogy a tobb,
nem kapcsolt 16kusz alapjan elkészitett fatopologidk azon szakaszai, amelyek egybevagnak
(konkordalnak) még fajok kozotti szakaszt takarnak, mig ahol ez a hasonlosdg mar nem 4ll
fenn, ott fajon beliili géncsere torténhetett, tehat fajon beliili variabilitast latunk. Tobb 10kusz
hasznalata azért is indokolt, mert tobb esetben bebizonyosodott, hogy egy lokusz alapjan
készitett gén fa nem egyezik meg a valosnak feltételezett faj faval, mely probléma tobb lokusz

egylittes haszndlataval kikiiszobolhetd (Degnan & Rosenberg 2009).

A kiilonb6zd fajkoncepciok hasznalatabol adodo eltéréseket legjobban az az dsszegzés
szemlélteti, mely szerint a gombak korében 300%-0s, mig a zuzmodk esetén 259% fajszam
novekedést lehetett megfigyelni, kiilonb6zé fajkoncepciok haszndlata miatt. A tObbi
¢lolénycsoporthoz képest a valtozads ennél a két csoportndl a legszdmottevobb, mely a
nehézkes, rendezetlen taxondmidjuknak is kdszonhetd (Agapow et al. 2004). Elsésorban a
molekularis filogenetikai vizsgalatok, ¢és filogenetikai fajkoncepcio alkalmazasaval sikertilt
szamos uj fajt felfedezni. Ugyanis a génekben (vagy neutrdlis lokuszokon) a mutacids
valtozasok joval elobb észlelhetdek, mint a fajok parosodasaban vagy fenotipusos jellegeiben
megmutatkoz6 valos kiillonbségek. Bar sokszor ez okozhatja, hogy az egy lokuszon alapulo
elemzések a valostol eltérd, félrevezetd topoldgiat mutatnak (lasd faj-fa, gén-fa probléma).
Raadéasul az 06si polimorfizmusok tobb millio6 generacidval a speciacid utdn is
fennmaradhatnak (Mallet & Willmott 2003). A BSR ¢és MSR-el az elvalaszthatosag
idObelisége sem egyértelmil, ugyanis elképzelhetd olyan eset, amikor a reproduktiv izolacio
mar megtortént, de ezt nem kovette kiils6 morfologiai vagy anatomiai bélyegekben
megnyilvanul6 valtozas. Ellenkezd eset is eldfordulhat, amikor példaul egy barrier meggatolja
a populaciok kozti génaramlast, ezaltal morfologiai valtozasok torténnek kozottik, de a
potencialis parosodési képesség még nem sziinik meg kozottiik. Mindebbdl kitlinik
De Queiroz (2007) altal felvazolt séma ¢és elképzelés igazsdga, miszerint az egyes
fajkoncepciok, és hozzajuk tartozo faj kritériumok id6 €s esemény fliggden mas €s mas
Iépéseit képesek észlelni a fajképzOdésnek. Van olyan eset, amely el6tt még minden
fajkoncepcio egy fajnak gondolja, és van olyan, amikor mar mindegyik két szeparalodott
leszarmazasi vonalnak, két fajnak tartja (1. dbra). A koztes zonaban az egyes fajkoncepciok és
kritériumok eredményei gyakran ellentmondhatnak egymasnak, melyet fajkoncepcios

problémanak nevez (De Queiroz, 2007).
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2 fa) morfologiailag

jol elkiilonitheto

SC9
SC8 pszeudokriptikus
SC7
SC6
SCs
SC4
SC3
SC2
SCl

| vagy 2 faj

kniptikus

1 faj

1. abra: A fajképzodés sematikus folyamata, ahol a vizszintes vonalak (SC1-SC9) jeldlik a kiilonb6z6
faj kritériumokat (Species Criterion). A vizszintes vonalak elhelyezkedése szimbolizalja, hogy a
fajképzodés mas-mas 1épését tudjak észlelni a faj kritériumok (morfologiailag megkiilonboztethetdek,
reciprok monofilia all fenn, reproduktivan inkompatibilisek, 6kologiailag kiilonb6zoek stb.). Az SC1
el6étt mindegyik faj kritérium egy fajnak gondolja, mig az SC9 utan mar mindegyik két fajnak, a kettd
kozti zoénaban van a konfliktus a kritériumok ko6zott. Az abra jobb oldalan talalhato fekete-fehér
atmenetes rész a morfologiai megkiilonboztethetéséget szimbolizalja, amib6l lathato, hogy a
kriptikus/pszeudokriptikus, és morfologiai bélyegek alapjan jol elkiilonithetd fajok a fajképzddéssel
egy idében, folytonosan alakulhatnak at. Az abra de Quieroz (2007) cikkében talalhatd abra alapjan
késziilt kisebb modositasokkal.

Az 1ijabbnal Ujabb tapasztalati faj lehatarold modszerek (SD) kifejlesztése 2006-2008
ota rohamosan fejlédik (Camargo & Sites 2013) elsdsorban, a koaleszcencia és filogenetika
tarhazan alapul6 szofisztikalt, szdmitogépes szoftverek fejlodése révén. Tobbek kozott ilyen a
barcoding alapu mddszer (ABGD: Automatic Barcode Gap Discovery; Puillandre et al. 2012),
mely a parositott nukleotid kiilonbségek kialakitotta eloszlason keres hidtusokat, mely az intra
¢s interspecifikus variabilitas hatarat jelolheti. Ezutan a detektalt értékek szerint csoportositja

a mintakat.

2.6 Kriptikus, pszeudokriptikus fajok problémaja

A morfoloégiai ¢és molekularis filogenetikai fajlehatarold6 moddszerek egyiittes

alkalmazhatdsaganak meghitisulasara egyre tobb példa van, melyet elsdsorban az ugynevezett
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kriptikus (rejtett) fajok problémdja okoz. Erre jo példa a tudomanyos kdzlemények cimében
szerepld ,kriptikus faj” szokapcsolat megléte, mely 2000 és 2011 kozott konstans modon
novekszik, a 20 cikk/évtdl a 90 cikk/évig (Camargo & Sites 2013). Kriptikus fajnak nevezziik
azokat a fajokat (kettd vagy tobb), melyek tévesen egy fajnév ala lettek osztalyozva (Bickford
et al. 2007). Jelen gyakorlatban ez azt jelenti, hogy a molekularis modszerekkel egyértelmiien
tamogatott, egymassal nem keveredd filogenetikai fajok morfolégiai bélyegekben semmilyen
elkiilonitést nem mutatnak. A jelenségre mar joval kordbban fény deriilt, melyet Mayr (1942)
Htestvérfajoknak™ (sibling species) nevezett el (Sdez & Lozano 2005). Etimologiailag a
sibling fajok fogalma inkdbb utal kozeli rokonsagukra, mint a kriptikus fajok, mely terminus

csak morfologiai hasonlosagukra 6sszpontositott (Knowlton, 1986).

Kriptikus fajokat leggyakrabban tropusi eséerdékben, vagy tengeri ¢lohelyeken
fedeznek fel, tovabba van néhany €l61ény csoport, mint a kétéltiiek, izeltlabuak vagy gombak,
melyek kozt nagy szamban bukkannak rajuk (Bickford ef al. 2007). Nem meglepd hogy mar
J6 néhany nagygomba, €s valddi szarvasgomba faj esetén is mutattak ki kriptikus fajokat
(Bonuso et al. 2009; Chen et al. 2011). Azonban szdmos esetben kideriilt, hogy kriptikusnak
vélt fajok nem, vagy csak részben kriptikusak (Saez ef al. 2003; Van de Putte 2010; Cornils &
Held 2014). Ezen fajok mar pszeudokriptikussa valnak, mivel részletes, mélyre mend
vizsgalodas (pontosabb mérések, tjabb karakterek bevonasa) révén sikeriilt morfologiai
kiilonbségeket talalni a filogenetikai fajok kozott (Knowlton, 1993; Séez et al. 2003). Habar
sok esetben ezek a bélyegek nem konnyen észrevehetd, elektronmikroszkopos vizsgalodast
1génylo (Saez et al. 2003; Orive et al. 2013) vagy specialis szoftverek segitségét igénybe vevo
karakterek (Arribas et al. 2013).

2.7 A Morfoldgiai és a molekularis filogenetikai modszerek ellentmondasai

Mint lattuk, a DNS alapu, molekularis faj lehatarolasi modszerek sok esetben jelentdsen
atirtak a klasszikus, morfologiai bélyegeken alapulo osztalyozéast. Ennek megfeleléen szamos
fajcsoport, nemzetség leszarmazasi viszonyait revidedlo, filogenetikai fajokat tucatjaval
elkiilonitd, nem ritkdn tobb lokuszon alapuldé molekularis filogenetikai munka sziiletik.
Ugyanakkor Carstens et al. (2013) alapjan, e megbizhaté munkaknak kevesebb mint 30%-a
ad taxonOmiai ajanlést, vagy fajleirast, melynek oka lehet a SD moddszerekben valo bizalom
hidnya, vagy a modszerek okozta ellentétek feloldasanak nehézsége, melyet tovabb erdsit a

fajleirasok szakmai alabecsiiltsége is.
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A nagy ateresztoképességli szekvenatoroknak, és az ezeket felhasznaldo molekularis
Okologiai munkdknak koszonhetden a kornyezeti mintdkbdl szarmazod molekularis operativ
rendszertani egységek (MOTU) rutinszeri detektalasa rendkiviili mértékben megnovekedett,
melyet jol mutat, hogy a 2010-ben a GenBankban elérhet6 szekvencidk mar 33%-a kornyezeti
mintavételbdl szarmazott. Néhany, kdrnyezeti mintavételen alapuldé munka tanulsagai alapjan
a vizsgalt MOTUk 32-85%-a feltehetden még leiratlan, tudoméany szdmara 0 faj. Ennek
megfelelden sziikség mutatkozik a MOTUk elnevezésére, €s formalisan leirdsara, vagy
legalabb taxonomiai adatbazisokba elhelyezésére. Ezért Hibbett ef al. (2011) azt javasoljak,
hogy a MOTU-kat is el lehessen nevezni, mivel igy sokkal kdnnyebb lenne a kezelésiik, és
szamos Okologiai, biogeografiai, filogenetikai vizsgalatba lehetne bevonni azokat. Az
elnevezésiik legfobb akadalya, hogy nem lehetne tipusanyagot deponalni. Reynolds & Taylor
(1991) joval korabbi javaslata szerint erre megoldast nyajthatna, ha egy DNS kivonat lenne a
tipusanyag. A molekularis alapQi hatarozast szorgalmazza a DNS vonalkdéd (DNA barcode)
rendszer is (Hebert et al. 2003), melynek célja hogy egy elére meghatarozott DNS szakasz
segitségével minden fajt be lehessen azonositani. A modszer alapelve, hogy a hasznalt 10kusz

minden fajban eltérd, és csak ra jellemzd, diagnosztikus szekvencia legyen.

A fent emlitettek mellett, morfologiai bélyegek alapjan, formalisan leirt gombafajok
szama atlagosan évente ~1200-ra tehetd. Ha valtozatlanul fenndll ez a fajleirasi ilitem a
gombak teljes fajszamara vonatkozd becslések alapjan, az 6sszes faj leirdsahoz legalabb 1-4
ezer évre lenne sziikség (Hibbet ef al. 2011). Rdadasul az Gjonnan leirt fajok 74,4%-at még
tisztan morfologiai bélyegek alapjan kiilonitik el, amely szamos hibalehetdséget rejt.
A konvergens evolicid soran létrejové analdg bélyegek, a hibridizacio, és pleomorfizmus
jelensége, melyek mind félrevezetd osztalyozashoz vezethetnek (Hibbett ef al. 2011). Tovabbi
nehézségeket okoz a kellden nagy mintaszdm biztositasa (ritka fajok, munkaerd-, idéhiany), a
mérés szubjektivitdsa, a nagy intra- €s interspecifikus morfologiai variabilitas, valamint a
folytonos karakterek kezelése (Padial ef al. 2010). Ennek ellenére szamos szerzd ugy véli,
hogy a morfologiai leirast még nem szorithatjak ki a molekuléaris fajlehatarolé modszerek,
melyek inkdbb csak eszkoztarként szolgalhatnak taxondmiai dontésekhez (Mallet & Willmott
2003; Steele & Pires 2011). A morfologiai fajleirasok melletti f6 érvek, hogy csak ez érhetd el
az emberek nagytobbségének (Wiens, 2007; Marie-Stephane, 2013), emellett olcsd ¢és
gyorsabb hatdrozast tesz lehetdvé (Dayrat, 2005). Raadasul a lathaté kiilsé jellegek sokkal
érdekfeszitobbek, mint szekvencidkat olvasni (Mallet & Willmott 2003). Végeredményben ez

oda vezet, hogy habar egyre tobb a molekularis modszerekkel felismert 1) filogenetikai faj,
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aranyaiban egyre kevesebb a formalisan leirt faj, melyhez morfologiai elkiilonités is tartozik

(Hutsemékers et al. 2012; Oliver & Lee 2010).

A morfologiai és molekularis alapokon nyugvé faj elkiilonités kozti konfliktus hozta
létre az integrativ taxonOmiat is. Integrativ taxondmia alatt az ¢élet diverzitdsi egységeinek
szamos, egymast kiegészit6 ~modszer (filogeografia, Gsszehasonlité morfologia,
populacidgenetika, Okologia, fejlédésbiologia, viselkedésbiologia) segitségével valo
elkiilonitést értik (Dayrat, 2005). A fajleirasok lasst {liteme nem csak a gombdk korében
észlelhetd, ugyanakkor a taxondomusok tulzott siirgetésével csak a helytelen, hasznalhatatlan
fajleirasok szamét gyarapitanank. gy az integrativ taxonomia célja nem elssorban a fajleiras,
mint inkdbb a faj lehatarolas, szdmos kritérium vizsgalatdval és diszciplina alkalmazasaval,
mellyel reményeik szerint, elérhetd idon beliil fel tudjak majd térképezni a foldi diverzitast
(Padial et al. 2010). Schlick-Steiner et al. (2010) harom pontban foglalja 6ssze az integrativ
taxonomia feladatat, sziikségességét: (i) mivel a tisztan morfologiai alapu fajlehatarolas
szamos esetben félrevezetd eredményt hozott, sziikség van mas modszerekre is; (i1) ha a
morfolégia megbizhatd is, mas megkdzelitések jelentdsen segithetik €s gyorsithatjak a
fajleirast; (i) kiilonb6z6 megkozelitési modok a tisztan fajleirdson tal mas o6kologiai,
evolucios folyamat feltardsara is lehetdséget nyujtanak. Ezéltal az integrativ taxonémia nem
kiszoritani szeretné a klasszikus morfologiai bélyegeken alapuld rendszertant, csak annak
lasst haladasat felgyorsitani szamos, kiilonboz6 modszer 6tvozése révén, egy szigorubb

levalasztasi eljarast létrehozva.

2.8 Molekularis filogenetika

A filogenetika lényege evolicids kapcsolatokra torténd kovetkeztetés, melyre a
kiilonb6zd organizmusok kozotti jellegek Gsszevetése altal juthatunk. Zuckerkandl és Pauling
(1965) vilagitott rd, hogy a nukleinsavak és fehérjék szekvencidja gazdagon szolgaltatnak
informaciot az evolucios események feltarasahoz. Ugyanis ortolog (azonos evolicids eredetii
¢s funkcioji) szekvencidk minden egyes €épitokove egy karakternek foghato fel, mely kiilon
leszarmazasi vonalakon megegyezhet, vagy eltérhet (informativ hely, lasd PIS). Az
Osszevetéshez sziikséges, hogy a homoldg nukleotid helyeket egymds ala rendezziik, ami az
illesztés (alignment) folyamata. Konnyen belathatd, ha az illesztés hibas, és nem homolog
nukleotid helyek keriilnek egymads ala, a késobbi elemzések eredménye teljesen félrevezetd
lesz. EbbOl az informacié tomegbdl, mely joval kiterjedtebb a morfologiai karakterekkel

nyerhetonél, lehet kovetkeztetni a rokonsagi kapcsolatokra. A kép sajnos nem ennyire
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egyszerti. Szamos olyan mutéacio 1éphet fel, mely nem, vagy helyesen észlelhetd, példaul a
tobbszords, koincidens, parallel, konvergens, ¢és back mutaci6 (lasd Ari, 2012). Ezen
jelenségek hosszii tdvon mutacios telitéshez, ezaltal a filogenetikai jel gyengiiléséhez
vezetnek (Moreira & Hervé 2010). A probléma részbeni kikiiszobolésére nyujtanak segitséget
a nukleotid szubsztitucidos modellek, melyek becslése a szekvencia adatainkbol torténik, €s
leirja, hogy mely nukleotidok milyen valoszinliséggel alakultak at egy masikka, ezaltal ki

lehet szdmolni, hogy milyen valdszintiséggel alakulhatott at a teljes szekvencia egy masikba.

A filogenetikai rekonstrukcio kovetkezd Iépése a fa-készitd algoritmus(ok)
kivalasztasa, melyeket két f6 csoportjat szoktdk emlegetni, Ggymint tavolsdg alapu, é€s
karakter alapu fakészité modszerek. Az elobbi lényege a szekvencidk alapjan kiszamolt
tavolsdgmatrix abrdzoldsa (pl. Neighboor Joining), mig az utdbbiak a konkrét karakterek
alapjan szamoljak ki a legvaldszintibb fatopoldgiat (Maximum Parsziménia: MP, Maximum
Likelihood: ML ¢és Bayes-féle modszer). Ezt kovetden, vagy inkabb ezzel egyidejlleg a
filogenetikai fa eldgazasainak megbizhatosagat szoktak tesztelni melyre szamos modszer all

rendelkezésre.

A modszerek €s azon beliili valasztasi lehetdségek szamabol is sejthetjiik, hogy nem
létezik olyan filogenetikai eljards, amely minden szempontbol, az Osszes fajra és lokuszra
tokéletes lenne, ezért egy adatsoron tobb eljarast is érdemes kiprobalni (Ari, 2012). Tovabba
belathato, hogy a valos evolucids eseményeket tiikr6z6 fa megismerése lehetetlen, hisz mar
csak recens fajok részleges, sok esetben ,,feliilirt” szekvenciaibol probalunk kovetkeztetéseket

levonni, mely igy csak feltételezett (inferred) tat eredményezhet (Pevsner, 2009).

A teljes filogenetikai rekonstrukcid dontd, egyben kezdd 1épése is a vizsgalando
l6kusz kivalasztasa. Mindenképpen csak olyan génszakaszok alkalmasak, melyek egy
kopidban vannak jelen, vagy ugy viselkednek, és kozos Ostl szarmaznak, igy a koztik
felhalmozodoé kiilonbségek fajképzddési (specidcids) folyamatokat tiikroznek, azaz ortologok
(Doyle & Gaut 2000; Avise, 2004). Tovabba, annak fliggvényében kell megvalasztani a
megfeleld ,felbontast” lokuszt, hogy korabbi (nemzetségek, rendek stb.) evolucios
folyamatok vagy fajok, esetleg intraspecifikus kapcsolatok szintjén szeretnénk megbizhatd
eredményeket kapni. El6nyt jelenthetnek a neutralis 6roklédés alatt allo szakaszok is,
melyekre nem vagy csak kevéssé hat a szelekcid (Doyle & Gaut 2000). Nem elhanyagolhat6
szempont a lokusz felsokszorozhatosaganak egyszertisége ¢és sikeressége, vagy népszeriisége

sem.
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Gombak korében minden szempontbdl az egyik legjobbnak tartott régid a nukledlusz
organizacids kézpontban lokalizdlodo, riboszomalis géneket kddold génszakasz, melybdl egy
sejtben akar tobb ezer fej-farok tandem ismétlodés is el6fordulhat. A nagy kopiaszam ellenére
paralogia csak ritkan mutatkozik, mivel egymassal Gsszehangoltan evolvalodnak, Un.
sconcerted evolution” révén (Naidoo et al. 2013). A nagy képiaszam miatt a régio
felszaporithatdsaga (amplifikalhatdsaga) joval konnyebb. Az rRNS gének szervezddése az
eukariotdkon beliil jellegzetes és konzervativ: a 18S, 5,8S ¢és 28S rRNS-ek génjeirdl a
transzkripcid soran egyetlen RNS molekula irodik at, mely tartalmazza a gének kozotti nem
kodold régiok masolatat is. A splicing soran kivagodod, a harom fent emlitett exont egymastol
elvalasztd szakaszokat “internal transcribed spacer” (ITS) nevezik. Az 5.8S gén eldttit ITS1
mig az az utanit ITS2-nek, egylittesen a harmat pedig roviden ITS régionak roviditik. Az ITS1
¢s 2 kozel neutralis 6roklddésmenetlinek tekinthetd, ezért joval variabilisabb, mint a kodolo
régiok, melyek funkciojukbdl addéddan igen konzervativak. Egyes szerzdk szerint Tuber
fajokban intraspecifikus kapcsolatok feltérképezéséhez is kelléen variabilis (Gandeboeuf et
al. 1997), melyet j61 mutat a teljes ITS régid hossz diverzitasa is, ami ~400-860 bp kozott
valtozik a nemzetségen beliil (Bonito ef al. 2010b). A 28S gént kodold nagy alegység-régio
(large subunit, LSU-nak is szoktak roviditeni), mely konzervativ jellegénél fogva kivaloan
alkalmas tavolabbi rokonsagi viszonyok feltarasara, ahol az ITS régié mar nem is illeszthetd
biztonsaggal. A két régio (ITS és LSU) egymadssal erdsen kapcsolt, igy nem szamitanak
fiiggetlen l6kuszoknak a gén geneoldgidk vizsgalata szempontjabdl sem. A mar korédbban
emlitett barcoding gap torekvés a potencidlisan hasznalhato 16kuszok kozotti
kiilonbségtételben, és Osszevetésben is fontos eredményekkel szolgalt, mely alapjan szintén az
ITS ¢és LSU szekvencidk a legalkalmasabbak a gombdk molekuléaris alapt hatarozésara

(Schoch et al. 2012).

A multigénes filogenetikai vizsgalatokhoz szamos fehérje kodolo, sokszor egy
kopidban jelen levd haztartasi (housekeeping) gén all rendelkezésre, igy az RNS-polimeraz 11
legnagyobb alegysége (RPB2), a minikromoszoma-hibajavitd protein (MCM7), a f-tubulin
(tub), a proteinkinaz-C (PKC) az elongaciés faktor (EF-1) stb., melyek taxontdl fliggden
eltérd hatékonysaggal felszaporithatok. A valddi szarvasgombak korében a leggyakrabban

hasznalt nem riboszomalis, de nukleéris genomi l6kuszok az RPB2, Ef-1, B-tubulin, és PKC.

A molekularis filogenetika sziiletésével szorosan 0sszefligg a molekuléaris 6éra néven
emlegetett hipotézis 1étrejotte is, amely szerint minden génnek, vagy fehérjének van egy
konstans molekularis evolucios ratdja (Zuckerkandl & Pauling 1965; Margoliash, 1963).

Az elméletre alapozva, adott lokusz mutacids ratajanak ismeretében, két faj ezen lokuszaban
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tortént mutaciok alapjan kovetkeztetni lehet a szétvalasuk ota eltelt idore. Gyakorlatban, egy
kalibracios pont (fosszilia, foldtorténeti, vagy filogeografiai esemény) idejének ismeretébdl,
melyet szolgaltathat példaul paleontologiai kormeghatdrozas, viszonyitani lehet a kérdéses
szétvalasi idore. Szadmos elemzés utdn rajottek, hogy az eredetileg felvazolt un. “strict
molecular clock- hipotézis sok esetben sériil, igy jelentdsen torzul a becslés. Ilyen faktorok a
fajok kozotti eltérd generacids 1d6, populdcid méret, természetes szelekcid intenzitasa, vagy
egyszertien fajspecifikus kiilonbségek, mint 6kologiai, molekularis vagy evolicids torténeti
eltérések (Ayala, 1999). Ezért kifejlesztették az un. relaxalt molekularis orat (relaxed
molecular clock) (Sanderson, 1997; Drummond et al. 2006), mely statisztikai
megkozelitésének koszonhetden figyelembe veszi az evollicios rata variabilitasat az eltérd

leszarmazasi vonalakon, igy joval pontosabb idObecslést tesz lehetdve.

A gombdk korébdl, a rossz fosszilizalodasi esélyeik miatt, rendkiviil kevés
Osmaradvanyt ismeriink. A fosszilidk hidnya miatt evolucidjukra csak pontatlan, ¢&s
bizonytalan idObecslés tehetd. Ezért a gombak divergencia-idejét kiilso, allati fosszilis leletek
alapjan probaltak kalibralni (Berbee & Taylor 2010; Heckman ef al. 2001) Fold alatti gomba-
fosszilia sem maradt fenn, €s rendszertani értelemben polifiletikus csoport lévén, evolicids
torténetiik, fosszilidk és molekularis divergencia idébecslés terén is elsdsorban az aszkuszos
¢s bazidiumos gombdkndl tapasztaltakra tdmaszkodhatunk. Példaul a Pyronemataceae
csaladrol semmilyen maradvany, vagy korabbi i1dé kalibralt filogenetikai munka sem 4&ll
rendelkezésre. Szerencsésebb a helyzet a valodi szarvasgombak korében, ahol mar komoly,
tobb génen is alapuldé molekularis 6ra becslések torténtek (Jeandroz ef al. 2008; Bonito ef al.

2013; lasd fentebb).

2.9 Filogeografia

A filogeografia szdmos diszciplina (a molekularis biologia, genetika és az dkologia)
ismereteit 6tvoz0 tudomany, melynek célja hogy a populaciok szerkezetében 1étrejovo térbeli
¢s idObeli valtozasokat vizsgaljon molekularis bioldgiai médszerek felhasznalasaval, és olyan
torténeti eseményeket tarjon fel, melyeknek szerepe lehet az egyes leszarmazasi vonalak
jelenleg tapasztalt foldrajzi elterjedésében (Avise, 2000). Modszertanabol kifolydlag alig hlisz
évvel ezeldtt publikaltdk az elsd filogeografiai cikkeket, és csak az elmult évtizedben valt
igazan népszerli tudomannya (Beheregaray, 2008). Az eurdpai fajok jelenlegi elterjedés
mintazatdnak kialakitasaban a legutolsé jégkorszaknak lehetett a legfontosabb szerepe. Ismert

jelenség, hogy a jégkorszakok ideje alatt az egyes ¢l6lények refugiumokba szorulnak vissza.
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Az utolsé jégkorszak leghidegebb periddusdban (16.000-10.000 évvel ezeldtt) feltehetden
harom jelentdsebb refagium (Balkan, E-Olaszorszag, Spanyolorszag) lehetett Dél-Eurdpaban
ahova az ¢ldlények visszahtizdédhattak (Hewitt, 1996; Taberlet et al. 1998; Hewitt, 1999;
Hewitt, 2000; Petit ef al. 2003; Murat et al. 2004).

Filogeografiai mddszereket csak nagyon kevesen hasznaltak a mikologia teriiletén
(Lumbsch et al. 2008), ezt bizonyitja, hogy amig 1987-t61 2006-ig filogeografia témakorben
3049 cikk sziiletett, addig gombak filogeografidjaval csak 13 cikk foglakozott (Beheregaray,
2008). Fold alatti gombak koziil elsésorban a valddi szarvasgombakrol késziiltek ilyen
elemzések, melyek az egész nemzetséggel (Bonito ef al. 2013) vagy csak egy-egy fajjal,
sokszor csak kis teriileten foglalkoznak (Sica et al. 2007; Rubini et al. 2005, Murat et al.
2004). Eltéréen a novényektdl és allatoktol, a gombaknal szinte kizardlag sejtmagi genom
szakaszt hasznalnak filogeografiai vizsgéalatokhoz, ahogy ez Martin et al. (2002), Chapela &
Garbelotto (2004), Nilsson et al. (2003), Geml et al. (2006) munkajaban is lathato.
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3. Célkituzeések

Az eddigiekbdl is kitlinik, hogy mas gomba taxonokhoz hasonléan, a fold alatti
gombak taxonomiai, 6koldgiai, €s filogeografiai ismerete is jelentds hianyossagokkal terhelt,
melynek felszamoldsat nagymértékben neheziti a fajkoncepcidos probléma. A felsorolt
hianyossagok csokkentését nagyban segitik a hosszi ideje gyllé gombatarak, mikotékak,
melyek anyagot, és adatot szolgaltatnak a molekularis biologiai, morfoldgiai, €s 0koldgiai

munkakhoz is.

fgy elsédleges célunk volt az EMSZE mikotéka-anyagokhoz tartozo, kiilonbozo
tipust adatokbdl egy konnyen kezelhetd €s frissithetd, komplex médon lekérdezhetd adatbazis
létrehozasa. Emellett folytattuk az adatgy(ijtést, monitorozast a ritka, vagy egy-egy teriiletre
ujonnan megjelend fold alatti gombafajok észlelése végett is. Az ujonnan megtalalt fajok
koziil a 7. regianum aft. mintaknal tapasztalt nagy morfologiai variabilitas okara szerettiink

volna rdjonni részletes morfoldgiai és filogenetikai vizsgéalatokkal.

Az elmult cca. 25 évben deponalt hipogedk adatai alapjan értékelni szerettiik volna
az adatbazist teriileti és taxondmiai feldolgozottsdg alapjan. A molekuldris taxondmiai
revididlast 1gényld taxonok koziil kiilfoldi kooperacidkban, parhuzamosan tobbnek is
elkezd6dott a filogenetikai, morfologiai feldolgozéasa, melybdl jelen dolgozatban csak a

Genea nemzetség ¢s Rufum-fajcsoport eddigi eredményei keriilnek bemutatésra.

A jelenlegi allapotok, és a XX. szdzad elsO felében végzett megfigyelések tiikrében
hipogea taxonok adatgyakorisag valtozasanak vizsgalatat is célul tliztik ki. A jelentOs
adatgyarapodassal rendelkezd téli szarvasgomba foldrajzilag minél szélesebb korti mintdzasa
réveén részletes filogenetikai elemzését hajtottuk végre. Vizsgéltuk a fajkomplex genetikai és
foldrajzi mintdzata kozotti Osszefiiggéseket, mellyel részben Kérpat-medencei eredetére
kerestiik a valaszt. A jelentds szaml genotipizalt minta lehetdséget nyujtott arra, hogy ennek
példajan  vizsgaljuk a pszeudokriptikus fajok morfologiai karaktereinek jellegét,
hasznalhatosagat, azok mintaszdm fiiggd viselkedését. A mar letisztdzodott fajhatarokkal
rendelkezd, vizsgalatainkban szerepld taxonoknal szdmos Okologiai, kornyezeti igény

vizsgalatat és Osszevetését is elvégeztiik.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Fold alatti gombak gyiijtése

Jelen munka elkészitéséhez dr. Bratek Zoltan gondozéasaban 1évé EMSZE hipogea-
gyljteményében depondlt fold alatti gomba termdtestek, és azok gylijtési adatai szolgaltattak
alapot, melyet tobb esetben mas eurdpai gylijteménybdl szarmazd anyag, vagy nemzetkozi
adatbazisokban elérhetd szekvencia egészitett ki. A tematikus, egy-egy taxonra, teriiletre
iranyuld gyujtések mellett minden megtalalt, vagy EMSZE tagok altal behozott hipogea
deponalasra kertilt, annak érdekében, hogy teljesebb képet kaphassunk a Karpat-medence fold
alatti gombavilagarol. A hipogea termdtestek begytijtése betanitott triflaszkutyak segitségével
tortént.

Munkacsoportunk gytjtéutjai soran a leldhelyek GPS (Global Positioning System)
koordinatait feljegyeztiik, emellett a termdfoltokon talajmintavétel, és botanikai felvételezés is
tortént. A talajmintat a termodtest 10-20 cm-es kornyezetébdl az A-talajrétegbdl (a felso,
egyenletesen humuszosodott szint) vettiik, melyet a Fejér Megyei Kormanyhivatal Novény- €s
Talajvédelmi Igazgatosag laborjaiban elemeztek. A legtobb esetben az alabbi paraméterek

mérése tortént meg: pH(H_O), pH(KCI), KA (Arany-féle kotottség), s6, CaCO,, humusz,
2 3

NO3-N02-N, ons’ KZO, Ca, Mg, Mn, Na, Zn, Cu, SO4-S. A frissen gyujtott talajok

pH-meghatarozasat Bohus (1984) szerint végeztiik Orion model 420 (Orion Research Inc.,
USA) vagy WTW InoLab pH Level 2 (WTW, Németorszag) laboratériumi pH-

mérokésziilékkel.

A botanikai felvételezéseket dr. Téth Sandor és dr. Bratek Zoltan végezték, mely soran
feljegyzésre keriiltek a gombafészek kozponttal kijelolt 10 m x 10 m-es kvadratokon
eléforduld novénytaxonok €s azok boritas adatai. A gyepszint ndvényfajainak boritdsadatain
kiviil minden szint Osszes boritas adata €s a lombkorona ¢€s cserjeszint magassag adatai is
szerepelnek az adatok kozott. Prof. dr. Simon Tibor elvégezte a conoldgiai adatok alapjan az
egyes felvételek szlintaxondmiai besorolasat Borhidi (2003), So6 (1981), Simon (2000) ¢és az
erdélyiek esetében Donita ef al. (1992) alapjan.

A begylijtott gomba termdtestek pontos vagy provizorikus hatarozasat részletes
makromorfologiai jellemzés egészitette ki, ahol az aldbbi paraméterek felvétele tortént meg:
termétestek mérete, alakja €s illata, peridium és gleba jellegzetességei €s szinei a Colour
Identification Chart (Royal Botanical Garden of Edinburgh, 1969) alapjan. Ahol sziikséges, a

sporak ¢€s a peridium mikroszkdpos jellemzoivel is kiegészitettiik a morfoldgiai jellemzést.
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A legtobb hipogea hatdrozasat Montecchi & Sarasini (2000) alapjan végeztiik, azonban
néhany nemzetség esetén Ujabb hatdrozokulcsokat vettiink figyelembe (Stielow et al. 2011;
Knudsen & Vesterholt 2012). A latin gombanevek esetén az Index Fungorum (CABI 2014)
adatbazisaban szerepld neveket, mig a magyar gombanevek esetén Halasz et al. (2007)

munkajat kovettiik.

Mind a mikotéka anyagok morfologiai vagy molekularis 6sszevetéséhez, mind pedig a
mintazott teriilet Kkiterjesztéséhez sziikséges volt, hogy kiilfoldrél is rendelkezziink
termoétestekkel, ami munkatdl fliggéen tobbféleképpen tortént. Szamos orszagot Osszefogd
kooperacid esetén a morfologiai vizsgéalatokat mindenki a sajat mintajan végezte el, igy csak
az adatok és szekvencidk cseréje tortént meg (pl. Genea nemzetség), mig mas esetekben a
termotesteket kildték el teljes vizsgalatra (7. foetidum, T. regianum, T. bernardinii,
T. brumale). A kiilfoldrol szarmazé termOtesteket Alessandra Zambonelli, Amer Montecchi,
Benjamin Stielow, Chriss Chrysopoulos, Diamandis Stephanos, Gérard Chevalier, Joseph
Maria Vidal, Lamberto Gori, Salem Shamekh ¢s Stanislav Glejdura bocsatottak

rendelkezésiinkre.

4.2 Adatbazis létrehozasa

A Kaérpat-medence, de els6sorban Magyarorszag teriiletérél az elmult, kozel 25 év
alatt Osszegyujtott fold alatti gomba gylijtemény adataib6dl egy Microsoft Access alapu
adatbazist hoztunk létre. Az adatbazis kialakitasanal figyelembe vettiik, hogy ne csak az
integralt, komplex lekérdezéseket lehessen egyszeriien elvégezni, hanem a folyamatosan
gylld adatok felvitele is barki szamara konnyen kivitelezhetd legyen. Ezek érdekében szamos
tabla van 6sszekotve egyedi azonositd kodok alapjan, igy a gombak gytijtési adatait, foldrajzi
koordinatakat, szintenként a novény conologiai felvételek adatait, a Flora Adatbazist 1.2
(Horvath et al. 1995), és a talajanalitikai mérések adatait tartalmazd tablak. A hibak
elkeriilése végett a gomba és novény fajneveket, valamint a ndvény conologiai tarsuldsok
neveit az adatbazisba felvitel soran csak egy elére megadott listabdl lehet kivalasztani. A
conologiai felvételekben szerepld novényfajok a hipogea adatbazisba a Flora Adatbazis 1.2

(Horvath et al. 1995) nevezéktana alapjan kertiltek be.

4.3 Hipogeak gyakorisaganak valtozasa

A fold alatti gomba taxonok gyakorisag valtozasanak értékeléséhez dr. Hollos Laszlo

(1911) és Szemere Laszld (1970) publikalt adatai, valamint a hipogea adatbazis lekérdezései
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lettek felhasznalva. A statisztikai elemzések esetén csak azokat a taxonokat vettiik
figyelembe, melyekbdl az elmult szdz évben legaldbb hét talalat volt. Tovabba ki lett zarva
néhany taxondmiailag rendezetlen, problémas taxon (Rhizopogon, Hysterangium, Gautieria,
fold alatti Russulales-ek stb.), mig masok csak fajcsoport (Excavatum, Rufum), aggregatum
(T. brumale aggr., Tuber borchii aggr.) vagy nemzetség szintli (Genea spp., Pachyphloeus
spp.) 0sszevondssal szerepeltek. A kizarasok és 0sszevonasok utan 33 taxon maradt, melyek
el6forduldsi adatai le lettek kérdezve az adatbazis 2014. 06. 05-1 allapotaban. A dr. Hollos
Laszlo ¢és Szemere Laszlo altal feljegyzett fold alatti gomba adatokat Gsszevonva kezeltiik,
ezzel elérve nagyobb mintaszamot, ami reprezentalja a XX. szdzad elején €s kozepén gyiijtott
hipogedk taldlati aranyat. A kordbbi és az elmult 24 évben tapasztalt fold alatti gomba
gyakorisagok kozti eltérés mértékét y°- és Fisher-féle egzakt probaval teszteltiik, melyeket az
R 3.0.2 programcsomag segitségével végeztiink el (R Core Team 2014). A kiilonb6zd
modszeren alapuld probdk a most tapasztalt gyakorisdg, és a vart gyakorisdg eltérését
vizsgaljak. Azért lett mindkét teszt elvégezve, mert kis mintaszdm esetén az erre korrigalt

Fisher-féle egzakt proba ad pontosabb eredményt.

4.4 Vizsgalatba vont taxonok
4.4.1 Kevés adattal rendelkezd, adott teriiletre ijonnan megtalalt hipogedk

Egy adott teriiletr6l ujonnan eldkeriild, illetve a kevés adattal rendelkezd hipogedk,
ugyan gyakorisdg szempontjabol statisztikailag nem vizsgdlhatok, adataik mégis tobb
szempontbol fontosak (terjedés, konzervaciobiologia). Az Gjonnan megtalalt fajok észlelése
nem csak természetvédelmi szempontbdl fontos, esetleges adventiv, invaziv hatasok
feltérképezése szempontjabol, hanem egy-egy teriileten megtalalhato teljes fajszamot is a
Hritkdn elokeriilt” fajok mennyiségébdl lehet becsiilni (Burnham & Overton 1978; Chao,
1984). Bratek et al. (2001a) ritka, Karpat-medencére 0j hipogeait 6sszefoglald publikacidja
Ota, Ujonnan, vagy nagyobb mennyiségben eldkeriilt €s mar vizsgalatba vont mintakat/fajokat
részletezziik, kiegészitve egy Finnorszag mikotéajara uj, am kutatocsoportunk altal vizsgalt
mintaval.

o Tuber foetidum Vittad.: 2006. 11. 26-an Finnorszagban, Lahti kdzelében egy 7. foetidumra
emlékeztetd gombat talaltak, melynek vizsgalatat, morfologiai, €s molekularis azonositasat

kutatécsoportunk végezte el. A minta ZB3454-es szammal keriilt deponélasra a hipogea

adatbazisba, ITS szekvencidja pedig FN568055 szerepel a GenBank adatbazisaban.
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o Gymnomyces sp.. 2013. 10. 29-én Tiszasz016s kozelében (GPS koordinatak: 47.53053°,
20.69425°), egy lltetett nyarasban (Populus x. euramericana) talalt hazankban eddig
ismeretlen fold alatti gomba (ZB4998).

o Tuber regianum-szeri mintak: Az igen ritka 7. regianum ¢és T. bernardinii fajok
Magyarorszagrol eddig nem keriiltek eld, legkdzelebbi ismert lelohelyiik Erdélyben,
valamint Olaszorszagban volt. Egy magyarorszagi gyljtéut soran, 2011. 07. 06-an négy
kiilonbozo ¢éléhelyen is begytijtésre keriilt elsdként 7. regianumnak hatarozott termétest. A
lelohelyek mind a Szigetkoz kistajon beliil talalhatoak, ami a Duna egy szakasza mentén

110-126 m tszf. magasségban huzodik.

Ujabb T. regianum-szerii termétestet sikeriilt begyiijteniink 2012. 07. 07-én a
Mecsek-hegység ¢€szakkeleti labandl, Karaszon (ZB4559). A begyljtott mintakhoz
conologiai és pedologiai adatok is kapcsolhatok. A morfologiai és molekuléris
Osszevetéshez, azonositdshoz szadmos, mas orszagbdl szarmazd 7. regianum ¢és T.
bernardinii termoétestet vontunk a vizsgalatokba, igy a 2005-ben kutatocsoportunk tagjai
altal az Eszaknyugati-Karpatok belsé vonulatainal (Szlovakidban) gytijtott (ZB3044,
ZB3081), a mar részben publikdlt Romaniabdl szarmazé (ZB1303, ZB3657) (Bratek et al.
2001a), valamint a Spanyolorszagbol, ¢s Olaszorszagbol, a fajok leir6itdl szdrmazod

termotesteket (6. tablazat).

A GenBank adatbazisdban elérheté egy 7. bernardiniinek hatarozott minta
(JF908739), mely feltehetéen a Melanosporum-fajcsoportba tartozik (itt nem bemutatott
BLAST, és filogenetikai elemzések), az altalunk talalt, és a leirdk altal kiildott 7. regianum
¢s T. bernardinii mintainkkal csak kismértékti egyezést mutat (85,4-86,4%). Tovabba a
szekvencia rossz illeszthetdsége, és rovidsége miatt a tovabbi elemzésekben nem

szerepeltettiik.

o FElaphomyces persoonii: A 2006-ban védetté nyilvanitott Elaphomyces persooniinak
Magyarorszagrol egy adata volt ismert a Bakonyvidékrél. A Hegykozi-dombsagban
(Zemplén) 2009. 07. 04-én Hegyessy Gabor, Hegyessy Sandor €s Podlussany Attila (jabb
E. persoonii aff. anyagokat gyiijtott. Utmutatasanak koszonheten 2010., 2011. és 2013.
nyaran Ujabb termotesteket €s zempléni lelohelyeket sikeriilt taldlni. A termdtestek
hatdrozasa Montecchi & Sarassini (2000) alapjan tortént. A ZB4866-0s mintabol ITS régid

szekvenalas tortént, mellyel a morfolégiai hatarozast kivantuk ellendrizni.

33



4.4.2. Reviziora var6 hipogeak
Szamos fold alatti gomba taxon var molekularis alapokon nyugvd reviziora, melyek

kozil csak kettd taxon bemutatasara kerul sor. Az itt bemutatott munkak kozel sem

tekinthetdek teljesnek, vagy befejezettnek, sokkal inkabb az els6 megtett 1épéseknek.

Genea nemzetség: A Genea nemzetség revizioja dr. Pablo Alvarado (Alvalab,
Spanyolorszag) vezetésével spanyol, francia, olasz, gérdg, magyar, amerikai kooperacioban
zajlik, melyben munkacsoportunknak feladata volt a kozel 30 magyarorszagi anyag ITS
szekvenciajanak eldkészitése, két ) faj leirasdhoz a morfologiai mérések elvégzése, és az
LSU szekvencidkbdl molekularis 6ra becslés elkészitése. Ezért elsdsorban csak e munkdk

eredményei keriilnek bemutatésra.

crcr

KNAW Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, Hollandia) koz6s kooperaciéban kezdtiik el. igy
itt csak az eddigi sikeres ITS szekvenalasok, és a nemzetkdzi szekvencia adatbdzisokbol
letoltott mintdk alapjan késziilt eldzetes farekonstrukciok keriilnek bemutatasra, melynek célja

minddssze az automata barcoding gap elemzéssel (ABGD) kapott eredmények igazolasa.

4.4.3 Nagy adatgyarapodast mutato téli szarvasgomba

A téli szarvasgomba részletes filogenetikai vizsgalatdhoz széleskorli, az eddig ismert
elterjedési teriiletét legnagyobb mértékben lefedd mintazast probaltunk megvaldsitani,
melyhez a ,,Fold alatti gombadk gyijtése™ cimi fejezetben emlitett kiilfoldi kutatok nagy
segitséget nyujtottak. Eurdpa-szerte O0sszesen 196 helymegjeldléssel rendelkezé mintéval
dolgoztunk, melynek kisebb részét (58 minta) nemzetkdzi szekvencia adatbazisokbol
toltottiink le, nagyobb részét mi genotipizaltuk. Az eurdpai mintdkon kiviil egy 0j-z¢élandi €s

két irani szekvenciat is bevontunk az elemzésekbe.

A filogenetikai vizsgéalatokhoz harom sejtmagban kodolt 16kusz lett bevonva, az ITS
regio, az ezzel szorosan kapcsolt LSU régio, valamint az elézdekkel nem kapcsolt PKC
variabilis régidja. A 108 legalabb egy lokuszra megszekvenalt, és 28 RFLP-vel meghatéarozott
sajat mintat 58 db GenBankbdl szarmazo minta egészitette ki, igy a filogenetikai
elemzésekhez 6sszesen 152 minta ITS régidja, 31 minta LSU régidja €s 24 minta PKC régidja
lett bevonva, mig az egyes tipusok foldrajzi 4brazolasat, és az area-rekonstrukciot 196

mintaval végeztiik el.
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4.5 DNS izolalas, PCR és szekvenalas

A DNS kinyerését szaraz vagy friss termotestbdl, a QIAGEN cég DNeasy plant mini
kit, vagy a Geneaid cég Genomic DNA Mini Kit (Plant) hasznalataval vittiik véghez, a gyarto
utasitasait kdvetve, az alabbi modositasokkal: a gyufahegynyi termdtest darabokat €s a kezdd
puffert tartalmaz6d Eppendorf-csdveket folyékony nitrogénbe meritettiik, teljes atfagyasig,
majd a 65°C-ra allitott MixingBlock MB-102 (Bioer) termosztatjaba tettiik 2-3 percig. Ezt a
folyamatot haromszor ismételtiik, majd mikro-mozsarral a termdtest darabokat mechanikailag

roncsoltuk.

A molekularis vizsgélatra kivalasztott taxonok esetében a riboszoémalis RNS kodolod
DNS szakaszbol az internal transcribed spacer (ITS) régiojat minden esetben vizsgaltuk.
Tovabbi filogenetikai vizsgalatokhoz a konzervativabb 28S RNS gén (Large Subunit, LSU)
¢s/vagy a Proteinkinaz-C (PKC) alegységét is hasznaltuk. Az ITS régio leggyakrabban ITSIF,
ITS4 (Gardes & Bruns 1993; White ef al. 1990) ritkdbban ITSS5, ITS6, ITS7 (Bertini ef al.
1999) primerek; az LSU régio LROR, LR3 (Vilgalys & Hester 1990) primerek; a PKC régi6
pedig PKCIF, PKCIR primerek (Ambra & Macino 2000) segitségével lett felszaporitva. Az
amplifikadcidohoz a Bioer cég Little Genius TC-25/H tipusu késziilékét, vagy a Techne cég TC-
312 tipusu PCR (polimer-lancreakcid) késziilékét alkalmaztuk. A PCR elegy végsd térfogata
50 ul vagy 25 ul volt az 1. tdblazatban leirt 6sszetétellel.

1. tablazat: A leggyakrabban alkalmazott PCR elegy 0Osszetétele. A csillag a PKCIF és PKCIR
primerekbdl hasznalt koncentraciokat jeloli.

Kiinduldsi koncentricio 1 ortogat 1 mintdra

(50 pl)

Fermentas DreamTaq Green reakciopuffer (20 mM MgCl,) 5,0 ud
Fermentas dANTP mix 2-2-2-2 mM 5,0 ud

Primer 1 0,01 mM (0,05mM*) 1,0 ul

Primer 2 0,01 mM (0,05mM*) 1,0 ul

steril Milli-Q viz 12,75 ul
Fermentas-DreamTaq polimeraz 0,25 pl
templat DNS +steril Milli-Q viz 25,0 ul

Az A4ltalanosan alkalmazott hdprogram az 2. abran lathat6. A primerkotés
hémérséklete elsésorban az alkalmazott primerekt6l, a DNS szintézis ideje pedig az
amplifikdland6 régioé hosszatol fiiggott. Egyes esetekben, foleg a 7. regianum mintak esetén
nested vagy semi-nested PCR technikat alkalmaztunk (t6bb egymast koveté PCR reakcio,
melyekben egymashoz egyre kozelebb kotddd primerparokat alkalmaznak), azok ITS
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régiojanak nehéz amplifikalhatosaga miatt. A PCR reakcio sikerességét TAE (Trisz-acetat-
EDTA pH:8,2-8,4) pufferbdl késziilt, 1%-os agardéz gélen megfuttatva etidium-bromidos
festést alkalmazva teszteltiik. A sikeres PCR termékeket GenElute™ PCR Clean-Up kit
(Sigma) segitségével tisztitottuk. A szekvenaldshoz ABI Prism BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit 3.1 (Applied Biosystems) lett felhasznalva. A kapillaris
elektroforézis ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) miszeren tortént, a

leir6 utasitdsainak megfelelden, melyet G6dollon a Biomi Kft. végzett.
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2. abra: A leggyakrabban alkalmazott PCR hdprogram sémaja

Az egyes leszdrmazasi vonalak gyorsabb, egyszeriibb és olcsobb meghatarozasahoz
RFLP (restriction fragment length polymorphism) modszert haszndltunk, elsdsorban a T.
brumale aggr. mintdk esetén. A mar ismert ITS szekvencidkon SnapGene® software (GSL
Biotech; www.atsnapgene.com) segitségével in silico emésztést végrehajtva lettek kivalasztva
a Hinfl (Fermentas, 10u/ul 2000 units) és Mbol (Fermentas, 10u/ul 1500 units) restrikcios
endonukledzok. Tesztemésztések utan, a kovetkezd protokollt kovettiik: 2 pl ITS PCR termék
37 °C egy ¢éjszakan at lett emésztve 0,125 pl Mbol vagy Hinfl endonuklazokat, 0,375 pl
enzimhez tartozo puffert és 1,25 pl steril Milli-Q vizet tartalmazd eppendorf csévekben.
A restrikcios fragmentumok 3%-os agar6z gélen lettek szétvalasztva, és detektdlva a

WinView/32 kameravezérld €s képfeldolgozo program segitségével.
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4.6 Filogenetikai vizsgalatok
4.6.1 Szekvencia adatok elokészitése

A szekvenalt mintak futtatdsa sordn kapott elektroferogramokat FinchTV 1.4.0
(Geospiza, Inc., Seattle, WA, USA; http://www.geospiza.com) programmal vagtuk meg, €s
ellendriztiik le. Legtobb esetben rendelkezésre allt az adott lokusz 3° és 5° irdnyu
szekvenalasa is, melyeket a FinchTV 1.4.0 és MEGA 5 (Tamura et al. 2011) programokkal
vagtunk 0ssze. A kiilonb6z6é mintdkhoz tartozo szekvencidkat taxononként Microsoft Access
adatbazisokban taroltuk konnyebb kezelésiik érdekében. A szekvencidk illesztése MAFFT
(Katoh & Toh 2008) program auto beallitasaval tortént, mely esetben a program maga
valasztja ki egy, a szerinte megfeleld illesztési algoritmust a kdvetkezok koziil: L-INS-1, FFT-
NS-1 vagy FFT-NS-2. Egyes esetekben az E-INS-I mddszert alkalmaztuk a nagyobb mértéki
inzercios ¢€s delécids (indel) mutacidk helyes kezelése érdekében. A Rufum-fajcsoporton beliil
tapasztalt nagy ITS variabilitads miatt, 6sszevetésképpen azok illesztésére az online elérhetd
PRANK (http://wasabiapp.org/) szoftvert is alkalmaztuk. Ha sziikséges volt, az illesztések
manudlisan ellendrizve €s javitva lettek MEGA 5 programban. A filogenetikai programok
kiilonbozd fajlformatum és kiterjesztés igényei miatt a szekvencidkat az ALTER (Glez-Pena
et al. 2010) online programmal konvertaltuk a megfelelé formatumuva. Az ITS intra- és
interspecifikus variabilitas megbecsléséhez, a szekvencidk kozti parositott ,,P-distance”

nukleotid tavolsagot is kiszamoltuk a PAUP*4.0b (Swofford, 2003) programmal.

4.6.2 Modell-valasztas, Filogenetikai analizis elokészités

Tobb filogenetikai fakészitd algoritmushoz sziikség van evolucids modellre, mely
segitségével ki lehet szadmitani, hogy mekkora valdszinliséggel alakulhatott az egyik
szekvencia a masikba. Ezt a szubsztitucids modellek kiszamitasaval érhetjiik el, melyet a
JModelTest 0.1.1 (Posada, 2008) és MrMODELTEST 2.3 (Nylander, 2004) programokkal
hajtottunk végre. A 88 kiilonbozd szubsztitucidos modell alapjan kiszdmolt szekvencia
‘likelihood’ érték alapjan Akaike informacid kritérium (AIC; Akaike, 1974) segitségével
valasztottuk ki az adatainkhoz legjobban illeszkedd modelleket (2. tablazat)
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2. tablazat: Az egyes szekvencia adatsorokra becsiilt szubsztiticiés modellek. Zarojelesen a fakban
belcsoportként szerepld taxonok lettek feltiintetve.

Adatsor Szekvyenciék 16kusz Szubsztiticios

szdma modell

T. brumale aggr. (faj aggregatum) 140 ITS HKY+G

T. brumale aggr. (Melanosporum-fajcsoport) 90 LSU GTR+G

T. brumale aggr. (faj aggregatum) 28 PKC GTR

Regianum-fajcsoport (Tuber nemzetség) 73 5.88 SYM+I

Osszefiizott ITS2 és LSU GTRHI+G

Regianum-fajcsoport (Tuber nemzetség) 110 LSU SYM+G

Rufum-fajcsoport MAFFT (fajcsoport) 332 ITS GTRHI+G

Rufum-fajcsoport PRANK (fajcsoport) 332 ITS GTRHI+G

4.6.3 Filogenetikai fakészitd eljarasok beallitasa

A filogenetikai elemzések soran kiillonbozé torzsfakészitd eljarasokat €s programokat
hasznaltunk. A Maximum Parszimonia (MP) modszerhez PAUP*4.0b (Swofford, 2003), a
Maximum Likelihood (ML) médszerhez RaxMLGUI 0.95 (Silvestro & Michalak 2011), mig
a Bayes statisztikdn alapuld eljarashoz (Bayes-féle) a MrBayes 3.1.2. (Huelsenbeck &
Ronquist 2001) programot hasznaltuk. A kiilonb6z6 elemzések eredmény fait FigTree v1.3.1
(Rambaut, 2009) programmal 4abrazoltuk. Az egyes bedllitdsokat a kovetkezdekben

taxononként részletezzik.

A téli szarvasgomba szekvenciakbol mindharom lokuszra (ITS, LSU, PKC) kiilon
Maximum Parszimonia- (MP) és Bayes-modszerekkel szamoltunk filogenetikai fakat. Az MP
modszer esetén kétféle gap kezelési eljarast is alkalmaztunk, melyekben a gap-ek hidnyzo
adatként, ¢és amelyekben 0todik karakterként lettek figyelembe véve. A heurisztikus keresés
Lworanc-swapping” modszerrel tortént, Tree-Bisection-Reconnection (TBR) ujrarendezési
algoritmussal, 100 bootstrap ismétléssel. A Bayesian elemzéshez 10kuszonként a megfeleld
szubsztiticios modell (lasd fentebb) beallitisa megtortént. Az elemzés alatt 1 ,cold” és 3
wheated-chain” robot mitkodott két fliggetlen futdsban. A Markov-lanc Monte Carlo (MCMC)
futtatds generacid szama 12 millio volt az ITS, és 10 milli6 az LSU és PKC lokuszok esetén,
melybdl minden 100. generaci6 lett megmintazva. Az ,,Average standard deviations of split
frequencies” (ASDSF) értékek ellendrzésével dontottiik el hogy a beallitott generacidoszam
elegendd volt-e az allapottér feltérképezéséhez. A gén geneologiak egyezdségének
tesztelésére un. ,partition homogenity test” (PHT, Farris et al. 1995) alkalmaztunk, mely a

PAUP programmal lett kiszdmolva.
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A T. regianum szerli mintakbol kapott ITS szekvencidk nemzetkdzi adatbazisokban
(GenBank) valé szekvencia hasonlosagi keresése BLASTn program (Altschul et al. 1990)
segitségével lett elvégezve. Szekvencia hasonlosagi alapu keresést a Unite (Koljalg ef al.
2005) adatbazisdban is elvégeztiik. Mivel kérdéses volt a T. regianum Tuber nemzetségen
beliili elhelyezkedése is, igy a nemzetség minden ismert leszarmazdsi vonaldbol tobb
szekvenciat is valasztottunk a torzsfa készitéshez, melyet a RaxML és MrBayes programokkal
vittiink véghez. A csak LSU régiot Osszevetd elemzésekhez 110, az 5.8S-ITS2-LSU
kombinalt dsszevetéshez 73 szekvenciat haszndltunk fel, melyekbdl 6-6 minta tartozott a
kérdéses csoporthoz. A RaxML programban az ML futtatdshoz 1000x elvégzett gyors
bootstrap és GTR+G+I model lett kivalasztva. A Bayesian analizis az el6zéekben leirtakhoz
hasonléan, az LSU és 5.8S-ITS2-LSU esetén 10 millié generacidoval, a kombinalt adatsor

esetén régionként kiilon definidlt szubsztitucids modellekkel futtattuk (2. tdblazat).

A Rufum-fajcsoportba tartoz6 78 magyarorszagi és 25 kiilfoldrél szarmazo szekvenalt
minta mellé 224 nemzetkdzi szekvencia adatbazisokbdl szarmazdé mintat hasznaltunk az
elemzésekhez. Eldzetes, sajat mintdkon alapuld filogenetikai fa készités alapjan az eltérd
kladok mintéit felhaszndlva BLASTn hasonlosagi keresést végeztiink, aminek révén
elérhetévé valt az adatbazisokban fellelhetd legtobb fajcsoportbeli minta, fliggetleniil a
taxonomiai megnevezesétol. Az ITS régi6 nagyfoku variabilitdsa miatt elvégzett MAFFT E-
INS-I és PRANK illesztésekkel is elvégeztiik a fa rekonstrukciokat és az ABGD elemzést is.
A RaxML programban az ML futtatashoz 1000x elvégzett gyors bootstrap és GTR+G+I
modell lett kivalasztva. Kiilcsoportnak a nemzetségen beliili Excavatum-fajcsoport néhany

mintdjat hasznaltunk.

4.7 A téli szarvasgomba mintak haplotipus szintii vizsgalata

A nagy terlletrél szarmazo, jelentds mennyiségli ITS régiora megszekvenalt
T. brumale s. 1. minta lehetdvé tette, hogy a fajokat intraspecifikus szinten is vizsgalni tudjuk.
A haplotipusok meghatarozasa ITS szekvencidk alapjan Collapse (Posada, 2011) illetve
SNAP Map (Aylor et al. 2006) programmal tortént. A haplotipus diverzitas értékeket DNAsp
szoftver (Librado & Rozas 2009) segitségével szamoltuk ki. A haplotipus hald kiszdmitasat
TCS programmal (Clement et al. 2000) végeztiik, mely eredményét a Cytoscape halozat
abrazol6 programmal (Shannon et al. 2003) rajzoltunk meg. A haplotipusok térbeli

eloszldsanak és a rovid idejii populacids valtozadsok jobb megértése végett Tajima’s D
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(Tajima, 1989), Fu’s Fs (Fu, 1997) és Fu és Li’s D* (Fu & Li 1993) neutralitas teszteket

végeztiink 1000 koaleszcens szimuldcidoval DNAsp programban.

Az 1. és II. haplocsoport elvalasdnak vizsgéalatara dr. Geml Jozsef koaleszcencia
elemzésekket is készitett, melyek eredményei a SNAP Map-os haplotipus osztalyozas
kivételével itt nem keriilnek bemutatasra. Az elemzések részleteit €s eredményeit Merényi et

al. (2014) munkéja tartalmazza.

4.8 Molekularis ora elemzések

Az egyes leszarmazasi vonalainak divergencia idejét molekularis ora elemzéssel lehet
megbecsiilni, melyet BEAST 1.8 (Drummond et al. 2012) programmal végeztiink.
Vizsgalataink sordn a Genea nemzetségre, és a téli szarvasgomba faj aggregatumot magaba

foglalo Melanosporum-fajcsoportra végeztiink molekularis idébecslést:

A T. brumale aggr. két fajanak elvalasat az egész Melanosporum-fajcsoportra végzett
molekuldris 6ra elemzéssel becsiiltilk. Mivel sem a Melanosporum-fajcsoportra, sem a valodi
szarvasgombakra nincs ismert fosszilia, igy Bonito et al. (2013) Tuberaceae csaladdra végzett
tobb génen alapuld molekularis ora becsléseit hasznaltuk fel, masodlagos referencia pontnak.
A sajat elemzéseinkhez a riboszomalis lokuszok koziil az 5.8S, ITS2 és LSU régiokat
hasznaltuk fel, mig az ITS1 régidt, tulzott variablitdsa miatt, kizartuk ezekbdl az
elemzésekbdl. Az oOra ¢és szubsztitucidos modelleket szétkapcsoltuk (unlinked), hogy
lokuszonként lehessen meghatdrozni azokat, eltérd konzervaltsagi fokuk miatt. A kiilonb6z6
régiokra a jModeltest segitségével hatdroztuk meg a legjobban illeszkedd szubsztitucios
modelleket, melyek a kovetkezéek voltak: 5.8S: HKY; ITS2: N93+G; LSU: GTR+IL
A kalibraciés pontok beallitdsa végett két monofiletikus taxon listat hoztunk Iétre, melybdl az
els6 tartalmazta a teljes Melanosporum-fajcsoportot, mig a masodik csak a Tuber brumale
aggr. és T. pseudoexcavatum szekvencidkat foglalja magéban. Az elemzést sziiletés-halalozas
(Birth-Death) speciacios eljarast (Kendall, 1984) alkalmazva ,nnem-korrelaldé lognormal
relaxalt molekularis 6ra” (uncorrelated lognormal relaxed) beallitassal futtattuk, mivel egy
taxont egy szekvencia reprezentdlt. Ahogyan masodlagos kalibracids pont hasznalatanal
javasolt, mi is normalis eloszlast allitottunk be, a Melanosporum klad kialakuldsanal atlag
79,7 millio év (SD = 5 milli6 év). A mutacids rata prior (clock rate) az egyes lokuszokra
kiilon-kiilon lett bedllitva a kovetkezSk szerint: 5.8S: 3,027, ITS2: 2,07° & LSU: 6,5
szubsztiticio/bazis/millid év (Bonito et al. 2013). Az MCMC analizis 50 millié generacioval

futott, melyben minden 5000. fa lett megmintdzva. A kiilonb6zd paraméterek poszterior
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effektiv minta méretét (effective sample size, ESS) Tracer 1.5 (Rambaut & Drummond 2009)
programmal ellendriztiik. A megmintazott fak kezdeti 10%-anak elhagyésa utan (burn-in) a
Maximum Clade Credibility (MCC) kronogrammot Tree Annotator 1.8 verzidjaval (BEAST

programcsomag része) készitettiik.

Az egész Pyronemataceae csaladon beliil nem ismert fosszilis lelet, vagy korabbi 1d6
kalibralt filogenetikai elemzés, ezért a Genea nemzetség idé becsléséhez is masodlagos, tavoli
elagazasi pontokra készitett idObecsléseket hasznaltuk kalibracios pontként (Prieto & Wedin
2013; Bonito et al. 2013). Az MC elemzésben csak az LSU szekvenciakat hasznaltuk fel az
ITS tulzott variabilitasa miatt. A jModeltest GTR+G szubsztiticios modellt javasolta az
adatainkra legjobban illeszkeddnek. Az adatsorbol szintén két monofiletikus taxon listat
készitettiink, az egyik tartalmazta az Orbilia sp. kivételével az dsszes taxont (Pezizomycetes),
mig a masodik csak a 7. aestivum és Choiromyces sp. szekvencidkat foglalta magaba. Az
elemzést ,,nem-korrelald lognormal relaxalt molekuldris ora” bedllitassal, és sziiletés-
halalozas (Birth-Death) speciacios eljarassal futtattuk. A Pezizomycetes-csoport kozos
csomoépontjara 317 milli6 évet (SD=37,0 milli6 év), a Tuberaceae k6zos pontjara pedig 156,9
millio évet (SD=9,0 millié év) allitottunk be. Az id6 kalibralt MCC fa 10 millié generaciot
kovetden, minden 1000. generacidoban végzett mintazas sordn kialakuldé adathalmaz masodik

felével (50%) lett elkészitve.

4.9 Automata barcoding gap elemzés

Az automata barcoding gap elemzés, angol roviditéssel az ABGD (Puillandre ef al.
2012) egy viszonylag 0j, DNS szekvencia adatokon nyugvo fajhatar-keresd, €és az alapjan
osztalyozd modszer. A modszer 1ényege, hogy megkeresi a szekvenciak parositott nukleotid
tavolsag eloszlasdban létrejovo toréseket, “gap”-eket, amely kiiszobértékeket a szekvenciak
csoportositasara fogja felhasznalni, ezaltal lehetséges fajokat kijelolve. A moddszer elmélete
hogy a fajokon beliili mintdk genetikai variabilitasa kisebb, mint a mas fajokkal alkotott
Osszehasonlitdsokbol  kapott tavolsag értekek. Az ABGD elemzést, melyet a

http://wwwabi.snv.jussieu. fr/public/abgd/abgdweb.html online alkalmazassal értiink el, a

Rufum-fajcsoport mintdin alkalmaztuk. Az alapbedllitasokat a finomabb felbontas érdekében
kovetkezOképpen modositottuk: 1épésszamot 30-ra emeltiik, az Nb értéket 40-re, az X értéket

pedig lecsokkentettiik 0,5-re a részletesebb eredmény végett.
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4.10 Elterjedési teriilet predikcio

Az eddig ismert elterjedési aredjanak legtagabb korli mintdzasat végrehajtva a téli
szarvasgombardl gyljtott elterjedési adataink szolgaltak annyi informacidval, hogy érdemben
elterjedési teriilet predikciot lehessen végezni. Erre a célra a MaxEnt ver. 3.3.3k (Phillips et
al. 2006) maximum entropia modszerét hasznald elterjedési modell prediktalé program
nyujtott lehetdséget. Az elemzéshez minddssze faj elterjedési adatokra (koordinatdk) és
georeferalt kornyezeti valtozokra van sziikség, ahhoz hogy prediktaljuk kiilonbdz6 taxonok
elterjedési valosziniiségét. A predikcidhoz 196 T. brumale aggr. elterjedési adat (161 A ¢€s 35
B faj) mellett tizenkilenc 2.5 arcmin (cca. 4 km) pontossdg bioklimatikai valtozo lett

felhasznalva (3. tablazat), melyeket a WorldClim adatbazisabol (www.worldclim.org)

3. tablazat: Az area predikcidoban felhasznalt 19 georeferalt bioklimatikai valtozd. Letdltve:
2014.03.19. 2.5 arcmin pontossaggal a WorldClim adatbazisabol (www.worldclim. org).

Rovidités Leiras
BIO1 Evi kézéphémérséklet (°C)
BIO2 Havi atlagos kdzéphémérséklet (°C)
BIO3 Izotermalitas (BIO2/BIO7) (* 100)
BIO4 Homérsékleti szezonalitas (szoras*100)
BIOS Legmelegebb honap hémérsékleti maximuma (°C)
BIO6 Leghidegebb honap homérsékleti minimuma (°C)
BIO7 Evi héingas mértéke (BIO5-BIO6) (°C)
BIOS Legcsapadékosabb negyedév atlaghémérséklete (°C)
BIO9 Legszarazabb negyedév atlaghomérséklete (°C)
BIO10 Legmelegebb negyedév atlaghdmérséklete (°C)
BIO11 Leghidegebb negyedév atlaghomérséklete (°C)
BIO12 Evi csapadékmennyiség (mm)
BIO13 Legcsapadékosabb honap csapadék mennyisége (mm)
BIO14 Legszarazabb honap csapadékmennyisége (mm)
BIO15 Csapadékmennyiség szezonalitasa (szoras*100)
BIO16 Legcsapadékosabb negyedév csapadékmennyisége (mm)
BIO17 Legszarazabb negyedév csapadékmennyisége (mm)
BIO18 Legmelegebb negyedév csapadékmennyisége (mm)
BIO19 Leghidegebb negyedév csapadékmennyisége (mm)

toltottiink le. A grid fajlokat Quantum GIS Wroclaw 1.7.3 programmal (http://qgis.org)
konvertaltuk a MaxEnt program szdmara hasznalhatd formatumma. A futtatast a program alap
beallitasaival végeztiik, a random visszatesztelés az adatok 25%-an tortént. A faj elterjedési

modell (SDM) sikeressége az AUC (area under receiver operating characteristic (ROC)
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curve) értékkel lett kifejezve, melybdl 0,5 a véletlen szintnek felel meg, 0,7 elvalasztasi
hatékonysag mar jonak szamit (Fielding & Bell 1997). A prediktalt area térképet, és a fold

alatti gombak lel6helyeit minden esetben a Quantum GIS programmal abrazoltuk.

4.11 Morfologiai vizsgalatok

A hatérozashoz sziikséges friss termotesteken tortént rovid morfologiai leirasok
mellett az aktualisan vizsgalt taxonok anyagai részletes mikroszkdpos vizsgalatba lettek
vonva, melyet Nikon SMZ-U sztereomikroszkdppal é€s Nikon Optiphot-2 fénymikroszkdoppal
(Nikon Co, Japan) végeztiink. A fotd6 dokumentacio leggyakrabban az erre szerelt Nikon D70
DSLR kameraval tortént. A friss termOtestekbdl legtobbszor vizes, esetleg 10%-os KOH-s
kaparék preparatum késziilt, taxontol fiiggéen, de adott vizsgalatban egységesen.
Az altalanosan vizsgalt karakterek a sporak ornamentika nélkiili hossza, szélessége, ebbdl
szarmaztatott Q értek (Q = spora hossz / szélesség) ¢és térfogat (Vol = spora
hosszx0,523xszélesség”). Mintanként tiz darab, altaldban négysporas aszkuszban talalhato
spora mérése tortént meg. Az ornamentikatdl fliggden az elemek magassaga, stirlisége, vagy a
haloszemek 4tlagos atmérdje is mérésre keriiltek, amelyet az ornamentika alaktani leirdsa
kovetett. Aszkuszos gombdk vizsgalta esetén az aszkuszok sporaszdm szerinti eloszlasa is
meghatarozasra keriilt, legalabb 100 aszkusz atvizsgalasaval. A peridium jellemzésénél leirtuk
a kiilonbozo peridium rétegek szerkezetét, ¢s mértiik ezek vastagsagat legalabb harom-négy
kiilonbozo helyen. A pszeudoparenchima jellegli peridium szerkezet esetén az izodiametrikus
sejtek hossz €s szélesség adatait is rogzitettiik. A kiagazo elemek (hifak, cisztidiumok) hossz,
alapi szélesség, feliilet eldgazasi tipus feljegyzése is a peridium metszeteken tortént meg.
A peridium vizsgalatdhoz szaraz termdtestekbdl, a feliiletre merdleges iranyll kézi metszéssel
késziilt néhany sejtsor vastag metszetekbdl készitettiink preparatumot. Elsdként vizcsepp
feliiletére lettek helyezve a metszetek a konnyebb kiteriilésiik, mozgathatdosaguk végett. A viz
teljes elparolgasa utin a feddlemezt felemelve poli-vinil-alkoholba (PVA) agyaztuk a
mintdkat (Omar et al. 1979). Két-harom napi allds utan, termosztatban 60 °C-on
megszilarditottuk a preparatumokat. A PVA-ban a peridium attetszOvé valt, igy konnyen
vizsgalhatd, mérhetd lett. Ugyanakkor a tartdés metszetnek kdszonhetéen tobbszor is ugyanazt
a mintat Ojra tudtuk mérni. Ezen tulajdonsagainak koszonhetden egyes taxonok esetén (pl.
T. brumale, T. regianum) a sporak mérése PV A-ban tortént. Az itt felsorolt altalanos mérési
séma mellett taxontol fliggden egyéb mérési modszerek, karakterek is szerepeltek, melyek a

kovetkezokben lesznek felsorolva.
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4.11.1 AGenea fajok morfologiai vizsgalata

A Genea fajok morfologiai vizsgalata is kiilfoldi kooperacidban tortént, melyet
dr. Pablo Alvarado fogott 6ssze. Ennek megfeleléen mi csak a Karpat-medencébdl szarmazo,
laborunk altal genotipizalt mintdk morfologiai vizsgalatdt végeztik el. A fentebb
ismertetteken tul, a Genea mintakon vizsgaltuk a termdtest alakjat, a falak termdtest belsejébe
torténd betiiremkedésének mértékét, a kidgazo hifa elemek méreteit, felilletét, az epithécium

(bels6 peridium) vastagsagat, és a sporak diszitettségét.

4.11.2 A T. regianum szeri mintak morfologiai vizsgalata

Az elozetes morfologiai méréseket a filogenetikai vizsgalatok alapjan kialakitott
harom csoporton végeztiik. Mivel egyes morfologiai karakterek jol elkiilonitették a harom
filogenetikai fajt, a sikerteleniil szekvenalt mintdkat morfoldgia alapjan egyértelmiien be
tudtuk sorolni az egyes csoportokba. Igy a harom faj morfologiai 6sszehasonlitasat az elérhetd
0sszes mintan elvégeztiik, de a mintak meghatarozasanak modjat minden esetben feltiintettiik.
A fenti altalanos morfoldgiai mérésektdl csak annyiban tértiink el, hogy a spdordkat négy
helyett nyolc-spdoras aszkuszokban mértiik, annak gyakorisaga ¢s jellegzetessége folytan.
Tovabba nagyobb hangsulyt fektettiink a termdtestek kiilsd morfologidjanak leirdsara, igy a
szinek, peridium felszin, kiagazo elemek vizsgalatara. A viszonylag kevés minta, és a konnyt
elvalaszthatdsagot biztositd, nem atfedd, diszkrét karakterek miatt statisztikai vizsgélatokra

nem volt sziikség.

4.11.3 T. brumale aggr. mintak morfologiai vizsgalata

A téli szarvasgomba morfoldgiai vizsgalatdba néhany nyugat- és délkelet-europai
minta mellett elsdsorban Kéarpat-medencei mintdk lettek bevonva, mivel csak itt talalhaté meg
mindharom ITS alapon elvalasztott csoport (A/I, A/II és B klad), ezzel csokkentve a foldrajzi
tavolsdgok okozta klimatikus hatasokat a fenotipusos jellegekre. Az elézetes méréseket a fold
alatti gombaknal szokasosan vizsgdlandd karakterek mérésével kezdtiikk, makromorfoldgia
karakterekkel és a spordk jellemzésével (fent részletezve). Kiemelendd, hogy a pikkelyek
mérete haromfokozati skalan, becsléssel tortént (kicsi, kozepes, nagy). A tovabbi mérések
soran a mintaszamok novelése mellett, ujabb karakterek, vagy pontosabb mérési modszerek
lettek bevonva a vizsgalatba, mint a kiilsé peridium sejtek mérete, pikkely atmérdk
szamitogépes meérése, a termdtestek szaraz tomege, a sporaszam eloszlds részletesebb

vizsgalata:
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e A peridium sejtek esetén néhdny elézetes mérés utan a kovetkezd mérési protokollt
kovettiik: a kiils6 pszeudoparenchimds peridium rétegb6l mindig a 15 legnagyobb
izodiametrikus peridiumsejtet mértiikk le (min. 2-4 mm-t atnézve). A sejtek hossz és
sz¢élesség adatait Osszeszorozva megkapott atlagos ,teriilet” értékével jellemeztiink egy
mintat.

e A szaraz termdtesteket fekete, matt hattér elott makré objektivvel (Canon EF 100mm /2.8
Macro), allvanyrol befényképeztik. A peridium fotékrél mintanként tiz db pikkelyt
mértiink le. Pikkelyenként csak egy legnagyobb ,,atmérot” mértiink. A fényképek méret
kalibralasdhoz egy befotozott tolomérd skalajat hasznaltunk. In silico az IrfanView

(http://www.irfanview.com/) programmal a toloméré alapjan meghataroztuk, hogy a

pixelek hogyan feleltethetdek meg millimétereknek.

o A légszéraz herbariumi mintdkat analitikai mérlegen mértiik, legalabb két tizedesjegy
pontossaggal. A mérési eredményeket nagyban torzitotta az, hogy bizonyos esetekben,
amikor csak termotest toredék allt rendelkezésre, a gombarészlet méretébdl becsiiltiik,

hogy mekkora lenne a teljes tomege.

o Az eldzetes mérések soran is felvett sporaszam eloszlasbol nem csak a domindns
sporaszamu aszkuszt vettiik figyelembe, hanem minden sporaszamu aszkusz relativ aranyat
az Osszeshez képest: R1-R8. Ezen tul, képeztiink két szdrmaztatott mennyiséget, az 5
sporas aszkuszok ardnya a 3 sporas aszkuszokhoz képest (R53) és az 5+6 sporas aszkuszok

aranya a 2+3 sporas aszkuszok szamahoz képest (R56p23).

4.11.4 A T. brumale aggr. morfologiai €s talaj adatainak elemzése

A direkt vagy szarmaztatott karaktereken kétféleképpen hatdroztuk meg a kiilon
fajokhoz tartoz6 mintak atfedését. Az elsd esetben érték szerint sorba rendeztiik a mintakat,
majd megszamoltuk a legkisebb ¢s legnagyobb értéktdl, hany minta tartozik ugyanabba a
fajba (A vagy B). A két sz€Is0, tiszta rész kozottit neveztikk atfedonek, melyet a teljes
mintaszammal osztottunk. Ha a legkisebb és legnagyobb érték is ugyanazon fajhoz tartozott
100%-ig atfedonek vettiikk (Db moddszer). A masik mddszer 1ényege, hogy adott karakterre
nagyobb atlaggal rendelkezd faj minimum értékét kivontuk a kisebb atlaggal rendelkezd faj
maximum értékébdl. Ezt az értéket az 0ssz adatsor legkisebb és legnagyobb értéke kozotti

kiilonbséggel osztottuk (interv. modszer).

A statisztikai vizsgéalatok az R 3.0.2 programcsomaggal (R Core Team 2014) az

alabbiakban részletezettek alapjan torténtek. A morfologiai valtozok normalitds vizsgalatat
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Shapiro-Wilks teszttel végeztiik. Ha nem 4llt fenn normalis eloszlas akkor a nem paraméteres,
eltéré varianciak esetén is megbizhaté Brunnel-Munzel teszttel hasonlitottuk Ossze a két
fajhoz tartozd6 mintapopulaciokat. A mintak variancidjat F-teszttel (var.test) vizsgéltuk.
Normalitds megléte, és azonos variancia esetén kétmintas T-probat, ellenkezd esetben pedig

Welch féle T-probat végeztiink. A fent emlitett statisztikdkat a talajvaltozokkal is elvégeztiik.

crcr

eredményeként az Osszevetett adatsorokat az |r| > 0,5 esetében egymassal erdsen, 0,5 > |r| >
0,3 esetében egymassal gyengén korrelalonak vettiik. Korrelacid esetén, ¢s ha homogén volt a
pontok eloszlasa a két valtoz6 kozti korrelacids plotton, a karaktereket nem vizsgaltuk egy
modellben. A fenti statisztikdk alapjan az A és B faj kozott szignifikans eltérést mutatod
karakterek lettek kivalasztva a tovabbi tobbvaltozos matematikai elemzésekhez, mint a
Linearis Diszkriminancia-analizis (LDA). Az LDA lényege, hogy a valtozok olyan linearis
kombinacidjat megtalalja, amelyre igaz, hogy a csoportok kozotti kiils6 négyzetosszeg ¢€s a
csoportokon beliili négyzetdsszeg hanyadosa maximalis. Ehhez egy, vagy tobb diszkriminalod
figgvényt hoz létre mely(ek) segitségével az a priori csoportok egymastol valo elkiilonitése a
leghatékonyabban megoldhatd. Az LDA-kat az R 3.0.2 program MASS programcsomagjaval
(Venables & Ripley 2002) végeztiik. Nyolcvanharom morfologizalt termdtest adataibol tobb
karakterkombinacidval, €és kétféle a priori csoportositassal (csak A, B fajra vagy A/I, A/Il és
B csoportokra) is végeztiink futtatdsokat. Egy masik adatsorral csak morfologiai, csak
talajtani és egyesitett modellt is készitettlink. Ez esetben a talajanalitikai mérések
harminckilenc herbariumi mintahoz tartoztak, de mintanként 1-4 talaj is rendelkezésre 4llt, igy
egy kiilon hetvenkét mintat tartalmaz6 adat készletet hasznaltunk, ahol a talajmérések adatai
kiilonboztek, viszont a gomba morfologia megegyezett, az ugyanazon mintakhoz tartozé

talajok esetén.

4.11.5 A T. brumale aggr. morfologiai mérésein végzett szimulaciok

A szimuléciok soran kiilonb6z6 folytonos morfologiai karakterek, valtozoé mintaszam

melletti viselkedését mértiik. A futtatdsok sajat készitésti python (https:// www.python.org/)

szkript segitségével torténtek. A vizsgalt karakterekbdl egyenld nagysagl, egyesével novekvo
mintaszam mellett vizsgaltuk a kovetkezdket: adott karakter A, B mintékra (1) keveredik-e,
(2) statisztikailag elvalaszthato-e (3) mekkora az atfedd rész mértéke a mintaszimhoz
viszonyitva. Mindhdrom modszer esetén az Osszes eltérd szamu mintavételt 10.000

ismétlésben végeztiink, és abrazoltuk, hogy ebbdl mennyi esetben teljesiil az adott kritérium.
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Mintdk keveredésének vizsgalata: a két mintapopulaciot (A és B faj) kiilon-kiilon
novekvo sorba rendezziik, majd a két listat egyesitve is ndvekvd sorba rendezziik. Ha
megvaltozik a lista elsd vagy masodik tagjan a sorrend, az annak kdszonhetd, hogy a
két kiilon lista keveredett. A mintaszamonkénti 10.000 ismétlésbol az lett abrazolva,
hogy mennyi esetben nem tortént keveredés.

A statisztikai probak: normalis esetben két mintapopuldcié atlaganak statisztikai
Osszevetésehez az adatsoroktol fliggden (Normalis eloszlast-e? Varianciak egyeznek-
e?) kell megvalasztani a megfeleld statisztikdt, ebben az esetben fontos volt hogy
kiilonboz6 statisztikak eredményei ne keveredjenek. gy az egyes mintazasokon
minden esetben el lett végezve a nem-paraméteres Wilcoxon rank-sum teszt és a
kétmintas T-proba is. A szignifikancia szintet 0,05-nek valasztottuk. Egy adott
mintaszam mellett 10.000 mintazast végezve megkapjuk, hogy hany esetben sikertilt a
fent leirt eljaras alapjan szignifikans kiilonbozdséget kapnunk.

Az 1. ponthoz hasonloan, az A és B faj mintapopulécioit egyesiti, majd sorba rendezi a
program. Amennyiben az elsé €s utolsé minta is ugyanazon fajhoz tarozik, ugy veszi
hogy 100%-ban atfedd, ellenben megszamolja hogy mennyi minta fed at. Ezt az
értéket az éppen aktudlis 6sszes mintaszammal osztva megkaptuk, hogy relativ milyen
aranyban fed 4at, a mintazas nagysagatol fiiggéen. Minden mintazéas esetén 10.000

ismétlés atlaga és ehhez tartozo szoras lett abrazolva.
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5. Eredmények

5.1 Adatbazis létrehozasa

Az ismertetett szamitdogépes adatbazis jelenleg (2014. 06. 23-ai allapotaban) 4591
gombaanyag adatait tartalmazza, mely kozel 130 f6ld alatti gombafajhoz, és 28 nemzetségbe
sorolhato be. Am az adatbazis rendszertani feldolgozottsaga, és annak megbizhatdsaga erdsen
fiigg a hasznalhatd hipogea taxondmiai munkdk meglététdl, melyet a 3. melléklet hivatott
Osszefoglalni. A Magyarorszagon eddig megtalalt, aszkuszos és bazidiumos hipogea
nemzetségek koziil néhdnyrol még egyaltalan nincs, vagy nagyon kevés nukleinsav
szekvencia all rendelkezésre, igy az Elasmomyces, Phlyctospora, Wakefieldia, Stephensia és
Gastrosporium nemzetségekrdl, melyekhez a Unite adatbazisaban sem taldltunk szekvencia
adatot. Joval tobb nemzetség esetén mar allnak rendelkezésre szekvencidk, de azok vagy
publikalatlan munkakhoz tartoznak, vagy a hozzéajuk kapcsolhaté munka nem taxondmiai
jellegli. Szintén gyakori, hogy a munkékban csak egy-egy faj leirdsaval foglalkoztak, és nem
az egész nemzetseég helyzetével. Ezaltal a valodi szarvasgombakon kiviili hipogedk kozt csak
néhdny olyan nemzetség van, amihez nagy mintaszdmu, megbizhato filogenetikai elemzés, és
részletes taxondmiai ajanlés is tartozik (Stielow ef al. 2010; Stielow et al. 2011; Kovacs &
Trappe 2014) ugyanakkor ezek koziil is van, amely csak egy-egy kisebb teriilet gombait
dolgozza fel, mint Japan sziget Octavianiait (Orihara et al. 2012) vagy néhany egyesiilt
allamokbeli megye Rhizopogonjait (Grubisha et al. 2002). A Tuber nemzetségen beliil szamos
egyedi fajokkal kapcsolatos, vagy az egész nemzetséget Osszefoglald filogenetikai munka
sziiletett mar, de a fajcsoportok szintjén, a fajok taxondmiai helyzetét tisztdz6 munka még
igen kevés (Halasz et al. 2005; Bonito et al. 2010a; Chen ef al. 2011). A hipogea adatbazis
elsésorban a Tuber nemzetség egyes fajcsoportjait revidealé munkdkhoz szolgaltat, vagy
szolgaltatott nagy mennyiségli mintat, ezeken kiviil a Hymenogaster, Gautieria, Melanogaster
¢s Pachyphloeus és a dolgozatban is bemutatasra keriilld Genea nemzetség molekularis

taxonomiai revidedlasahoz jarul hozza.

A vizsgalni kivant kérdéstdl fiiggben az egyes termotestekrdl rogzitett adatok
részletességének, €s pontossdganak jelentdsége valtozhat. Ugyanakkor egy évtizedekig tartd
gyljtdmunka soran nem tudhatjuk elére az Osszes kérdést, rdadasul a technika is fejlédik.
Ezaltal az egyes adatok rogzitésének pontossaga is idOben eltérd lehet. Példaul a térképezés
egyik feltétele a gytijtési helyszin minél pontosabb megadasa, ami 4588 rekord esetén geo

koordinatakkal van ellatva, melyek vagy GPS késziilék segitségével, vagy a leirds alapjan
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utdlagos helymegjeloléssel keriilt kittizésre. Igy az adatok koriilbeliil fele (51,3%) 0-3 km,
mig a masik fele (48,7%) 3-10 km pontos helymegjeldléssel rendelkezik (3. abra).
Magyarorszag fold alatti fungéjat kistaji 1éptékben vizsgéaljuk (Varga et al. 2013),
mivel a kozigazgatasi hatarokkal szemben a kistdji felosztas helytallobb, biologiai foldrajzi
szempontbol homogén teriileteket takar (Marosi & Somogyi 1990). Magyarorszag kistajainak
alig tobb, mint egynegyedérdl (27,3%) egy hipogea adattal sem rendelkeziink. A kistdjak
41,3%-10l tiznél kevesebb adat 4ll rendelkezésre, mig a kistajak kdzel egyharmadarél (31,4%)
tobb mint 10 rekorddal rendelkeziink. A kistdjak 7,9%-r6l pedig tobb mint 50 adat all

rendelkezésre.

Jelmagyarazat
Hipogea lelGhelyek

Adatgyakorisag a kistajakrol
o

[ o-10

[ 10-50

[ 50-100

Il 100<

3. abra: A Hipogea adatbazisban deponalt anyagok eléfordulasi adatai (piros pont). Magyarorszag
kistajainak kiilonb6z6 szinei az adott kistaj térképezettségét, az onnan szarmazo6 adatgyakorisagot
szimbolizalja.

Az adatbézis talajanalitikai tdblaiban 6sszesen 2038 talajanalizis adatai szerepelnek,
melyek a kiilonb6zé fajok egylittes eléforduldsai miatt Gsszesen 2462 gombaadathoz
rendelhetdok. Emellett, 6sszesen 1146 gombahoz rendelhetd 1092 conologiai felvétel késziilt,
melynek soran kozel 24.000 novénytani adat (taxon és boritas) keriilt rogzitésre a vizsgalt
¢lohelyeken. A felvételezések tulnyomo tobbségben Magyarorszag teriiletén késziiltek, de sok
adat szarmazik hatdrainkon tl, Szlovakiabol és Erdélybdl (Roménia) is. A conologiai

felvételeket prof. dr. Simon Tibor 59 tarsulasba, vagy ezek atmeneteibe sorolta be.
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Az adatbazis egyes részei kozott egyedi azonositdé ,kulcsértékek™ alapjan lehet
hivatkozni egymasra. Bizonyos esetekben koztes tablakra is sziikkség volt, mivel tobb a
tobbhoz kapcsolat nem lehetséges, ugyanakkor gyakran eléfordul, hogy egy mikotéka adathoz
tobb talajminta tartozik, és tartozhat egy talajminta tobb hipogeahoz is, ha azok egy gomba-
fészekbdl keriiltek eld. A conologiai felvételeknél ugyanigy egy mikotéka kod ala tobb
felvétel is tartozhat, ha azok egy erddn beliil voltak ¢s mindegyiken eléfordult ugyanaz a faj,

ugyanakkor természetes, hogy egy felvételen beliil is szamos foldalatti gombafaj elokertilhet.

5.2 Gyiijtési eredmények értékelése

A kivalasztott 32 taxon koziil dr. Hollés Laszlo 365, mig Szemere Lészlo 138 adatot
kozolt, igy Osszesen 503 eldfordulasi adat van a Karpat-medencébdl az 1970 eldtti idokbol.
Ugyanennek a 32 taxonnak 3701 eléforduldsi adata szdrmazott az elmult 24 évbdl. A taxonok
korabbi €s jelenlegi talalati szamat, valamint az ehhez tartozo statisztikak értékeit a 4. tablazat
tartalmazza. A taxonok 45,5%-anak megtfigyelt eldfordulasi gyakorisag adata nem valtozott
szignifikans mértékben. Azok koziil, amelyek adatai szignifikdns mértékben valtoztak, tiz
taxon esetében az adatok csokkenését, nyolc taxon esetén pedig novekedését Ilehet
megfigyelni. Fontos ismételten kiemelni az adatok és statisztikai eredmények Ovatos
kezelését, mivel a két kor kozott mind modszertani, mind gyljtési intenzitasbeli eltérések
lehetnek. A legmarkdnsabb csokkenést a Choiromyces meandriformis esetén tapasztaltuk,
amely toOrténeti, ¢€s kulturalis valtozasokkal magyardzhato legkézenfekvobben, ugyanis a
Felvidéken nagy mennyiségben ¢és eldszeretettel gylijtott gomba mdra szinte teljesen feledésbe
meriilt. Ugyancsak a felvidéki teriiletek (Eszaki-Karpatok) kutatdsanak jelentés hanyatlasa
magyarazza a Hydnotrya tulasnei adatcsokkenését is. Emellett nagy adatgyakorisag
csokkenés figyelheté meg tobb Elaphomyces faj esetén is, mely els6sorban a kapas-, kutatoi
gyljtés visszaszorulasaval magyarazhatd. Ezeken til néhdny faj rendszertani valtozésa, és az
adatbazis ilyen szemponti frissitésének hidnya, is hozzajarulhat az adatok szignifikans

mértékil valtozasdhoz, mint a Melanogasterek, Hymenogasterek, vagy a Balsamiak esetén.

A nyolc adatgyarapodassal jellemezhetd taxonbol 6t a valddi szarvasgombak kozé
tartozik, mely szintén a gyljtési modszer megvaltozasaval, a kutyds gyijtés elterjedésével
magyarazhatd, mivel mind a Tuber-fajok intenziv illata, mind a gyljtési teriiletek
preferencidja nekik kedvez. A legnagyobb adatgyarapodast a téli szarvasgomba esetén lehet
megfigyelni, ami a tobbi Tuber-fajhoz képest is kiemelkedd mérteki. A kornyékbeli
orszagokban XX. szazad végéig tapasztalt ritkasaga (lasd bevezetd) invazidos mértéki

terjedését sejtette, amiért részletesebb filogenetikai, filogeografiai vizsgalatat tiztiik ki.
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4. tablazat: A kivalasztott 32 taxon adatgyakorisag valtozasa a Hollés-Szemere publikalt adatok, és a
hipogea adatbazis kozott. Akkor csoportositottuk a taxonokat az adat ,,gyarapodas” vagy ,,csokkenés"
kategoriaba, ha a x>~ és Fisher-teszt p-értéke szignifikans kiilonbséget mutatott. Ellenkezd esetben a
,,nem valtozott” csoportba keriiltek a taxonok.

s . , . nnyi
o ost
Choiromyces meandriformis 2,4x10%  8,9x107% 84 86 574
Melanogaster variegatus 2,2x10%  6,2x107™ 24 12 164
Elaphomyces maculatus 2,9x10% 4,010 17 116
‘§ Elaphomyces asperulus 1,0x10%  1,6x10 12 82
_% Elaphomyces anthracinus 2,4x10%  7,8x10° 8 55
% Balsamia polysperma 3,110 2,9x10% 12 14 82
i% Hymenogaster arenarius 2,1x10%  1,4x10™ 9 62
Hydnotrya tulasnei 8,8x10™  4.2x10" 14 55
Balsamia vulgaris 3,1x10%  7,9x10% 20 62
Elaphomyces aculeatus 9,010 2,1x10" 10 27 68
Tuber brumale 43x10"7 5,8x10" 2 331 14
Excavatum-fajcsoport 7,9x10"  1,1x10™" 24 512 164
% Tuber mesentericum 1,6x10%  1,7x10" 1 137 7
§ Tuber macrosporum 1,7x1 0% 3,5x1 0" 2 150 14
S Genea spp. 49%10%  1,1x10% 15 278 103
§ Hymenogaster luteus 1,7<10%  7,6x10 1 108 7
< Stephensia bombycina 1,7<10%  3,1x10™ 1 80 7
Rufum-fajcsoport 2,5x10%  2,0x10™ 48 501 328
Gastrosporium simplex 4,0x10"  3,2x10"" 2 7 14
Phlyctospora fusca 2,810 2,9x10" 4 15 27
Hydnobolites cerebriformis 2,4x10°  2.2x10" 5 19 34
Tuber nitidum 56x10%”  6,9x10 5 13 34
Octavianina asterosperma 9,5x1 0 1 ,0x1 0+ 6 40 41
£ Mattirolomyces terfezioides 6,1x10°"  5,4x10" 8 45 55
E Elaphomyces granulatus 1,1x10°"  1,1x10™ 9 34 62
\z Hymenogaster citrinus 8,4x1 0 1 ,0x1 0+ 10 73 68
=2 Pachyphloeus sp. 7,110 6,7x10™" 16 99 109
Melanogaster ambiguus 1,5x10°"  1,8x10" 18 85 123
Hymenogaster griseus 6,4x10°"  6,2x10" 21 129 144
Tuber borchii fajkomplex 4,4x10°" 4,810 26 208 178
Elaphomyces muricatus 2,4x10°  2,6x10" 29 157 198
Tuber aestivum 1,0x10%"  1,1x10" 57 483 390
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5.3 Kevés adattal rendelkez6 hipogeak
5.3.1 Tuber foetidum - biidos szarvasgomba

A Finnorszagban megtalalt ,kis fehér” szarvasgomba minta 9 mm atmérdjli; narancsos
barnas, apron pikkelyezett, ritkan erezett glebaju, kellemetlen szagu termétest volt. Peridiuma
pszeudoparenchimatikus 330-380 um vastag, mely lekerekitett poligonalis vagy kerek 15-19
um atmérdji sejteket tartalmazott. Jellemzdéen 1-5 spdrés hialin ellipszoid aszkuszokat
tartalmazott, melyek koziil a dominans sporaszami aszkuszok a 2 (35,8%) ¢és 3 (33,9%)
sporat tartalmazoak voltak. Az egy-sporas aszkuszokban az aszkosporak 43,7-36,5 x 38,9—
25,5 um, atlagosan: 40,9 x 31,1 um (n=10). A spordk szabdlyos, f0leg hatszogletli 2,4-8,5 x
3,6-12,2 um nagysagu haloszemekkel diszitettek (4. abra).

i

4. abra: A finn Tuber foetidum sporai. A mérce 10 pm-t jelol

A termdtestbdl nyert ITS szekvencia (FN568055) 560 bp hosszisdgi volt, mely a
BLAST keresés alapjan két 7. foetidum (AJ557543, AJ557544, Halasz et al. 2005) ¢és egy
Esztorszagbol izolalt Tuber sp. (AJ534706 Tedersoo et al. 2006) mutatott nagyfoku
hasonlésagot (2010. december elotti lekérdezéssel). A BLAST altal talalt szekvenciaktol
minddssze hét bazisparban tért el (1,25% kiilonbség) mely intraspecifikus variabilitasnak
tudhatod be. Az eredményeket jonéhany Tuber taxon bevonasaval késziilt K2P szubsztitucios
matrixszal késziil Neighboor-joining (NJ) filogenetikai fAn (Orczan et al. 2010) tapasztalhato,
elébbiekkel monofiletikus elhelyezkedése is megerésiti. Ujabb BLAST kereséssel (2014. 06.
23-ai lekérdezés) mar 13 szekvenciat talaltunk mely legalabb 99%-ban lefedte a ZB3454-es
minta szekvencidjat, és 98%-nal nagyobb hasonlosagot mutatott, mindegyik Tuber, vagy

Tuber foetidum taxondmiai megjeldléssel.
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5.3.2 Elaphomyces persoonii - kékbelu alszarvasgomba

A Tokaj-Zempléni hegyvidéken végzett célzott gylijté kutatomunkanak és a helyi
gombaszok segitségének koszonhetden az Elaphomyces persoonii faj hat 0j €lohelyét és
szamos adatat — 12, mikotékaban deponalt, eléfordulds - sikeriilt Osszegytijteniink (5.
tablazat). Ami alapjan ugy tlinik, az Europa szerte rendkiviil ritka faj a Zempléni-hegységben

lokélisan kozepes gyakorisagunak szamit (Varga ef al. 2013).

5. tablazat: A Tokaj-Zempléni-hegyvidéken megtalalt Elaphomyces persoonii anyagok adatai. A
tablazatban szerepld roviditések: BZ =Bratek Zoltan, Csl = Csatlos Istvan, HG = Hegyessy Gabor, HIE
= Hegyessyné Jager Erika, HR = Hegyessy Réka, HS = Hegyessy Sandor, KTJ = Kdszeginé Toth Judit,
MI = Merényi Istvan, MZs = Merényi Zsolt, PG = Pelles Gabor, PA = Podlussany Attila, SzZ = Szaller
Zoltan, SzZs = Szegedi Zsolt, VT = Varga Torda.

Herb. Gytjtés

LelShely SZAm Leg. datuma Det.
Hegyalja:
Sarospatak (Szava-hegy): ZB 4901 HG, HS 2010.09.14 HG
Sarospatak (Szava-hegy): 7B 4866 BZ, MI, MZs, VT, Paca  2013.07.29 MZs, VT
Rudabanyacska (L6tér) ZB 4201 MZs, VT 2010.08.03 BZ
Rudabanyacska (L6tér) 7B 4897 HG, HS, KTJ, SzZ, VT  2010.08.28 HG
Rudabanyacska (Lotér) N.A. HG, PG, SzZs 2010.09.10 HG
Rudabanyacska (Lo6tér) N.A. Csl, HG 2011.08.27 HG
Rudabanyacska (L6tér) 7B 4894 HG, HS 2011.09.18 HG
Hegyko6zi-dombsag:
Boézsva (Kéember): 7B 4912 HG, HS, PA 2009.07.04  BZ, HG, MZs
Bozsva (Kéember): ZB 4910 HG, HJE, HR 2009.08.08 HG, VT
Bozsva (Kéember): ZB 4911 HG, HS, VT 2010.07.29 HG, VT
Boézsva (Kéember): 7B 4203 MZs, VT 2010.08.05 BZ
Koézponti-Zemplén:
Boézsva (Balazs-volgy): 7B 4898 SzZs 2011.10.26 HG, VT
Boézsva (Dzedo-volgy): 7B 4899 SzZs 2011.10.26 HG
Bozsva (Egres-tag, Egres-volgy): ZB 4900 SzZs 2011.10.26 HG

Nemzetkézi szekvencia adatbazisokban még nincs E. persooniinak hatarozott
gombabol szarmazod szekvencia adat, igy a ZB4866-0s mintankbol felszaporitott és szekvenalt
ITS régi6 BLAST eredmény alapjan az Elaphomyces compleximurus (JN711441)
szekvenciara hasonlit 99%-os lefedettséggel ¢és 88%-0s hasonlosdggal legjobban az
Elaphomycesek koziil. A szekvenciankhoz nagyobb hasonlosaggal (99%) csak két,
talaymintabol kornyezeti mintavételekkel gyiijtott minta illeszkedett, egy ismeretlen EM
gomba (HE820388) ¢és egy Thermoascusnak azonositott szekvencia (HQO021800). A
GenBankbol szarmazd Elaphomycesként feltoltott szekvencidk, és a BLAST alapjan
leghasonlobbnak talalt szekvenciakbol készitett ML filogenetikai fa alapjan az Elaphomyces
nemzetségen beliil, az E. compleximurusal monofiletikus kladot alkotva, de mindegyik fajtol

elkiiloniilten talalhatd (5. abra). A faj molekularis taxondmiai tisztazasdhoz mas tertiletekrol
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(esetleg a tipusanyagbol) szarmazd szekvencidkra, és a nemzetség teljes revizidjara lenne

sziikség.

uncultured_Elaphomyces_AJ893252
Elaphomyces_muricatus_EU784198
Elaphomyces_muricatus_JF834198
uncultured_Elaphomyces_FM992922
uncultured_Elaphomyces_HM 146815
Elaphomyces_sp._KJ524537
uncultured_Elaphomycetaceae_AY839226
Elaphomyces_sp_FJ876188
uncultured_Elaphomyces_HQ021767
uncultured_Elaphomyces_JF506754
uncultured_Elaphomyces_HQ022117
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uncultured_Elaphomyces_GU289427
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5. abra: A ZB4866-0s Elaphomyces persoonii (kékkel kiemelve) rokonsagi helyzetét bemutato ITS

régi6 alapjan készitett ML filogenetikai fa. Az egyes agakon a ML bootstrap értékek (> 70%) lettek
feltiintetve. A taxon nevek utan a szekvenciak azonositoja (Accession number) lathatd. Az abra bal

fels6 sarkaban ZB4866-0s termotestekrol késziilt kép lathato.

5.3.3. Gymnomyces sp.
A ZB4998-as tiszaszOlosi iiltetett nyarasban (Populus x euramericana) talalt minta,

egy 1,5 cm atméroju vilagos krémszinti, sima peridiumi gomba (6. abra). Spérai kicsik 12,4 x
13,3 pm (Vol=1064 pm’) kozel gdmb alakuak (Q=1,08), melyek apron tiiskézett (maximum
0,5-1 pm) amyloid ornamentikdval rendelkeznek. A peridium hifas, plektenchimatikus
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szerkezetli, 140 pm vastag, melynek a fels6 25-50 um-e sotétebben pigmentalt. A
termOtestbdl még nem sikeriilt egy DNS szakaszt sem felszaporitani. Morfologiai bélyegek
alapjan Gymnomyces nemzetségbe tartozik (hatarozéas: Funga Nordica). Leirasa megtelel a
Torokorszagban szintén tjonnan megtaldlt Gymnomyces xanthosporusnak hatarozott
anyagokénak (Tiirkoglu & Castellano 2013). Gymnomyces nemzetséghez tartozd fajokat
korabban Amerikabol, Azsiabol és Nyugat Eurépabol is kimutattak, de Magyarorszagrol

eddig még nem jeleztek.

6. abra: A ZB4998 Gymnomyces sp. termétestek
5.3.4 A T. regianum-szerii mintak

A T. regianum és T. bernardinii-szerli mintak ITS szekvenciai harom jol elkiilonithetd
csoportot hoztak létre (6. tablazat). Ezek koziil az A szekvencidkat a BLASTn programmal
illesztve a legnagyobb lefedettségii (57-65%) és a legnagyobb hasonlosagot mutato (83-86%)
szekvenciara is T. excavatum és T. fulgens szekvencidkat kaptunk. A B mintdkra legnagyobb
lefedettséggel (73-85%) Choiromyces szekvencidkat kaptunk 80% koriili hasonlosaggal. Mig
a C mintdkra legnagyobb lefedettséggel (97-98%), 76-78% hasonlosdggal rendelkezd
Choiromyces szekvencidk jottek ki. A GenBank ¢s Unite adatbazisokban 7. regianummnak
hatérozott ITS szekvenciat nem talaltunk, ez indokolja, hogy a BLAST sordn minden esetben

Excavatum-fajcsoport beli, vagy Choiromyces fajokkal kaptuk a legnagyobb egyezést.

Mindhéarom klad mintai kozott tapasztalt atlagos ITS régio ,,P-distance” tavolsag 23,5-
27,4%, amely a leszdrmazasi vonalak viszonylag korai elvaldasara utal, és mindenképpen
interspecifikus variabilitasnak tudhato be (7. tablazat). A kladokon beliili variabilitas a B klad
esetén 0-0,5% kozott mozog, a C klad két mintaja kozott 0,3% mig az A klad mintai kozott
0,2-3,5%. Az A kladon beliili nagyobb eltérések oka ZB3081 és M43-as minta, melyek
egymassal 0,2% mig a tobbi, csoporton beliili szekvenciaval 2,1-3,5% kiilonbséget mutatnak.
A nukleotid tdvolsagoknal természetesen informativabbak a vélasztott szubsztitiicids matrixon

alapul6 filogenetikai elemzések.
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6. tablazat: A T. regianum szer(i anyagok gy(jtési és ¢l6helyi adatai. Kod alapjan a gyiijtok felsorolasa: M22: E. Rubio, P. Juste, F. Gracia; M41: [.Paz; M40: L. Gori; M39: A.
Montecchi; ZB3081: Szakacs J. Bratek Z. M. Miké, J. Gazo, A. Gogan; M38: J.Cabero, L Barrio; M43: L. Gori; M3: E. Rubio, P. Juste, F. Gracia; ZB4299: Erdei V., Nagy .
Bratek Z. Baski B.; M35: M. Marco; M36: A. Montecchi; ZB1303: Palfy B.; ZB3044: Szakacs J., Bratek Z.; ZB3657B: Szabo6 L.; ZB4290: Erdei V., Nagy 1., Bratek Z., Baski
B.; ZB4297: Erdei V., Nagy 1., Bratek Z., Baski B.; ZB4559: Merényiné Bordas E., Merényi Zs.; ZB4293: Erdei V., Nagy 1., Bratek Z., Baski B.; ZB3657C: Szab6 L.; M23:
Ormen; M45: G. Turricchia; M44: G. Turricchia; M42: B. Giampaolo; M37: L. Gori; M34: L. Lanconelli;

Klad Kod Herb. szam Eredeti fajhatarozas Orszag Meghatarozas Tszf. (m) Ev Hoénap  Nap Potencialis gazdandvények pH
A M22 IMV20011012-4  Tuber regianum Spanyolo. ITS 1300 2001 10 14 Fagus sylvatica

A M41 IC13080704 Tuber regianum Spanyolo. Morfologia 850 2007 8 13 F. sylvatica, Corylus avellana

A M40 IMV980925-1 Tuber regianum Olaszo. Morfologia 1300 1998 9 25 F. sylvatica

A M39 AM408 Tuber regianum Olaszo. Morfologia 1300 1986 12 30 F. sylvatica

A 3081 ZB3081 Tuber regianum Szlovékia ITS, LSU 250-500 2005 9 22 5,8
A M38 IC13071106 Tuber regianum Spanyolo. ITS 920 2011 7 31 F. sylvatica, C. avellana

A M43 1IGM235 Tuber regianum Olaszo. ITS, LSU 1300 1998 9 25 F. sylvatica

A M3 erd-2590 Tuber regianum Spanyolo. ITS 1300 2001 10 14 F. sylvatica

B 4299 7ZB4299 Tuber regianum Magyaro. ITS 120 2011 7 6 Quercus robur 7,6
B M35 793 Tuber regianum Olaszo. ITS 200 Ostrya carpinifolia

B M36 689 Tuber regianum Olaszo. ITS 900 1995 2 15 O. carpinifolia

B 1303 ZB1303 Tuber regianum Romania ITS 600-700 1997 10 11

B 3044 7ZB3044 Tuber regianum Slovakia ITS 300-700 2005 8 22 C. avellana, C. betulus, Q. petraea 7,5
B 3657B  ZB3657B Tuber regianum Romania ITS 400-700 2001 7

B 4290 7ZB4290 Tuber regianum Magyaro. ITS 130 2011 7 6 C. avellana, Populus x canescens 7,7
B 4297 7B4297 Tuber regianum Magyaro. ITS 120 2011 7 6 Picea abies 7,6
B 4559 7ZB4559 Tuber sp. Magyaro. ITS, PKC, LSU 250 2012 7 7 F. sylvatica, C. betulus 7,6
B 4293 7ZB4293 Tuber regianum Magyaro. ITS, PKC, LSU 120 2011 7 6 Corylus colurna, Tilia tomentosa 7,6
C 3657C  ZB3657C Tuber regianum Romania Morfologia 400-700 2001 7

C M23 2172 Tuber regianum Olaszo. ITS 1000 2000 8 7 F. sylvatica

C M45 NA Tuber regianum Olaszo. ITS, PKC, LSU 900 2010 7 16 F. sylvatica

C M44 NA Tuber regianum Olaszo. LSU 900 2013 8 1 F. sylvatica

C M42 B17 Tuber bernardinii Olaszo. Morfologia 800 1996 12 21 Castanea sativa, Betula pendula

C M37 2542 Tuber bernardinii Olaszo. Morfologia 900 1996 12 21 C. sativa, B. pendula

C M34 2318 Tuber regianum Olaszo. Morfologia 500 1990 12 15 Lombleveli




7. tablazat: Az ITS szekvenciakbol szamolt “P-distance” nukleotid tavolsagok a Regianum-fajcsoport
kladjain beliil és azok kozott.

Osszehasonlitas Klad Atlag Szoras Min. Max.

A A 1,7% 1,3% 0,2% 3,5%
Kladokon beliili B B 0,2% 0,2% 0,0% 0,5%

C C 0,3% - 0,3% 0,3%

C A 258% 0,5% 25,0% 26,5%
Kladok kozotti C B 27,4% 0,2% 27,1% 27,7%

A B 23,5% 0,3% 23,1% 24.2%

| Kis fehér szarvasgombak fajcsoportjai
AL’_( | Melanosporum-fajcsoport
—T | Rufum-fajcsoport
r pub9 Multimaculatum-fajcsoport
ﬂ. o ! jap62 Japonicum-fajcsoport
jap
exc23 )
11100 |1/1_:&98’89 exc73 Excavatum-fajcsoport
exc24
Imag19
mag53 : fai
1 [mags4 Aestivum-fajcsoport
pan17

mas20
4‘—&0%63 Macrosporum-fajcsoport
can64

0.98/-

] L gen22 P Gennadii-fajcsoport
e {:g; T. regianum

- :g:i T. sp.nov Regianum-fajcsoport
{5:;35 T. bernardinii

lab31
—@@ lab32
lab56

cho33

0.07

7. abra: A Tuber nemzetség fobb fajcsoportjainak viszonyat bemutato 5.8S-1TS2-LSU 6sszekapcesolt régiok
alapjan készitett Bayesian filogenetikai fa. A ,kis fehér szarvasgombak fajcsoportjai” tartalmazza a
Puberulum-, Maculatum- ¢és Gibbosum-fajcsoportokat. Az egyes agakon a Bayesian poszterior
valoszintiségi (PP) és Maximum Likelihood (ML) bootstrap értékek lettek feltiintetve a tortvonal ,,/” két
oldalan. Az értékek csak abban az esetben lettek feltiintetve, ha PP > 0,95 vagy az ML bootstrap érték >
70%. A minta kodok az 5. mellékletben lettek feloldva. A mérce 100 bazisparonként 7 nukleotid
valtozasnak megfelelé aghosszat jelol.
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A kilfoldi mikotékak kamforos tartdsitasi eljarasa miatt, azon mintak amplifikalhatésaga
nagyon gyenge volt, igy dsszesen 17 ITS 6 LSU és 3 PKC régidhoz tartoz6 Regianum-fajcsoport
beli szekvenciat sikeriilt nyerniink. A filogenetikai vizsgalatok (MrBayes, RaxML) soran késziilt
LSU, PKC ¢s kombinalt 5.8S-ITS2-LSU farekonstrukci6 is. A MrBayes MCMC futas soran az
ASDSF érték a kombinalt régiokra 0,00549, mig a bdvitett taxonszamil, de csak LSU régiot
tartalmazo6 adatsorra 0,00756 lett. Bemutatasra csak a kombinalt (7. dbra) és PKC région alapulo
(8. abra) fa keriil, mivel az egy régiora kiilonbozo eljarassal készitett torzsfak topologiaja
megegyezett, az eltérdé mintdkat és lokuszokat felhasznald torzsfa rekonstrukcidkban is a
nemzetség fajcsoportjai megegyeztek, de azok egymashoz viszonyitott helyzete némileg
modosult. Szintén ezt a bizonytalansagot tiikkr6zi az alapi eldgazdsok gyakran alacsony
megbizhatosagi értékei (Bootstrap és PP). Ennek ellenére a T. regianum-szeri mintak A és B
kladjai minden esetben egymas testvércsoportjainak adodtak. A C klad mindig az A-B klad

kozelében valt le, de monofiletikus csoportosulasukat egyik moddszer sem tamogatta kelld

|4559 Tuper sp. nov. (B)
L4203

M45 Tuber bernardinii (C)

99

—61aes
87 L 60aes

62mag

—31ex
L 30ex
Tuber borchii aggr.

A

1ru
4749Truf

|
100

Tuber brumale aggr.

87 23in
—81 24in
25in
26in
100

100

— 22pse
— 21pse

0.02

8. abra: PKC régio alapjan készitett Maximum Likelihood filogenetikai fa. Az egyes agakon az ML
bootsrap értékek lettek feltiintetve, de csak abban az esetben, ha ML bootstrap érték > 70%. Megfeleld
kiilcsoport hianyaban a Rufum- és Melanosporum-fajcsoportokkal lett legyokereztetve, amely az 5.8S-
ITS2-LSU fa alapjan a legmegfelelobb. A minta kddok az 5. mellékletben lettek feloldva. A mérce 100
bazisparonként 2 nukleotid valtozasnak megfeleld aghosszat jelol.
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mértékben. A T. regianum-szerl mintdk mindhdrom kladdja minden esetben az Aestivum-,
Gennadii-fajecsoportok  kozelében agaztak el, megfelelé tamogatottsaggal, azokkal
testvércsoportot képezve. A PKC 16kusz alapjan készitett fa a B és C csoport mintdit egy jol
tamogatott kladba rendezi. Habar a pontos topologia felrajzolasahoz tobb fliggetlen konzervativ
l6kusz bevondsara lenne sziikség, az eddigi filogenetikai eredmények alapjan az A és B klad

biztosan, akar a C kladdal egyiitt egy 1j, eddig nem vizsgalt Tuber fajcsoportot képez.

Mindharom fajhoz tartozé termétestekr6l elmondhaté hogy kicsik, legfeljebb 1-2 cm
atmér6ju kozel gomb alaktak, melyeken alapi bemélyedés nem talalhaté. A T. bernardinii
felszine minden esetben teljesen sima, mig a B faj (7. sp. nov.) esetén jelenhetnek meg pikkelyek,
addig a T. regianum mintakon szinte mindig lathatéak kisebb nagyobb pikkelykék, tablaszeri
felrepedezések, mely sokszor a 7. macrosporum peridiumara emlékeztet sztereomikroszkop alatt
vizsgalva. Mig a T. bernardinii kiszaradt termoéteste vilagos, krémszinli barna
(CIC:16,17,19,21,24), addig a T. regianum sotétebb (CIC:19,24,26,36) gyakran vordses, lilas
foltokkal. A 7. sp. nov. mintakon is gyakran lathatdé voroses-lilas foltozottsag (9. abra), mely
megszaradva szinte feketévé valik (CIC:19,21,26,36,38). Tovabba a T. bernardinii mintak egy
részén jol kivehetd aranysarga kiagazo hifa pamacsok, melyek a tobbi két fajnal egy esetben sem
jelennek meg. A kiagazd elemek 5-10 um vastag, 15-45 pm hossziak. A T. regianum mintak
esetében egyértelmiien a nyolc spoérds aszkuszok domindlnak, minden esetben 35% feletti
részesedéssel. A masik két faj esetén a nyolc sporas aszkuszok aranya egyszer sem éri el a 35%-
ot, de itt is minden esetben a 6-8 sporas aszkuszok domindlnak joval nagyobb csoporton beliili

valtozatossagot mutatva (10. abra).

9. abra: A ZB4559, B kladbol szarmazd, Tuber sp. nov. termétest kiilsé felszine
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10. abra: A Regianum-fajcsoport mintdinak aszkuszonkénti sporaszam eloszlasa R1-R8-ig (x tengely) az
1-8 sporas aszkuszok 6sszeshez viszonyitott aranyat (y tengely) jeloli.
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A nyolc-sporas aszkuszokban mért spora és ornamentika méretek az 8. tablazatban

vannak Osszefoglalva. A T. regianumnak vannak a legkisebb sporai, mely legjobban a spora

térfogat értékeken lathato (11. abra, 8. tablazat). Emellett a legkonnyebb elkiilonithetoséget a

spora ornamentika alakja adja, mely a 7. regianum esetén kozepes méretii halészemekbol all,

melyben az Osszekottetési pontok vége bunkodszeriien megvastagszik, lekerekitett. A T.

bernardinii mintdknak hatalmas méretli halészemei vannak, melyek 0sszekotd része hegyesen

végzodik, ezaltal az egész sporanak buzogany alakot adva. Az T. sp. nov. sporai szabalyos 5-6

szogleti apro halészemekkel diszitettek, melyek magassaga nem haladja meg a 2 pm-t (11. abra;

12. abra).

8. tablazat: A Regianum-fajcsoport mintainak spora jellemz6i. Az egyes cellakban feliil az atlagok, alatta

zarojelben a szorasok lettek feltiintetve.

—~ P —_ Ne)

) ~ N = 5

g 9 § 2% g = §z = i §
3 2 s % £% 2 %@ 8w =%
g < & & S& 5§ 2% £3% 52

S . = Zy € =25 =22 32

2 5 o g E N 3

=
o r e 1179 1666 142 1220 244 362 379
(T regianum) 0,86) (1,12) (0,12) (218) (0,80) (0,94) (0,99)
o Bor 1452 1805 126 2006 143 240 276
(7. sp. nov.) (1,55) (1.88) (0,19) (453) (0,53) (0,50) (0,55)
e pem 1406 19,69 141 2085 343 604 731
(T bernardinii) (1,58) (197) (0,13) (599) (0,90) (0,82) (0,96)
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11. abra: bal: Az atlagos haloatmérd (um); jobb: Spora térfogat (um®) adatok alapjan késziilt boxplotok.
Roviditések: Treg: T. regianum; Tspn: T. sp. nov.; Tber: T. bernardinii
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12. abra: A Regianum-fajcsoportba tartozd fajok sporatipusai. (A) 7. regianum (B) T. sp. nov. (C) T.

bernardinii

A peridium két rétegre bonthatd, melybdl a kiilsd izodiametrikus sejtekbdl 4llo

pszeudoparenchima, aminek a legfelsé része er6sebben pigmentalt lehet, mig a belsé réteg

tobbnyire kompakt, hifas szerkezeti plektenchimatikus. Az egyes rétegek vastagsaga az 9.

tablazatban lett 6sszefoglalva. A peridium vastagsaga az 7. sp. nov. mintainak joval kisebb, mint

a masik két fajnak.

9. tablazat: A karakterek alapjan egy hatarozokulcsot lehet létrehozni a Regianum-fajcsoport fajaira,
melyhez az értékek termétestenként legalabb 10 mérés atlagra lettek megadva:

£E £l T ME

k= 22 &2 & e 2

5 3 Tt ¥s% 3 I8

£ v, 3 23 2% s 2

X w & Z & Rz Q9 &

= g5 Es 2g 5 2

S 3 3 3 =8

> > > >
o0 T A(T regianum) 275 127 150 49
5 10 B (T. sp.nov.) 193 105 96 51
5  C(T. bernardinii) 320 162 158 39
8 T A(T regianum) 99 56 59 28
2 10 B(T sp.nov.) 59 40 50 24
5 C(T. bernardinii) 118 61 78 76
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A karakterek alapjan egy hatarozokulcsot lehet 1étrehozni a Regianum-fajcsoport fajaira,

melyhez az értékek termotestenként legalabb 10 mérés atlagara lettek megadva:

1) Az éatlagos spora térfogat 1500 pm® felettl. ........ovuoveieeeeeeeeeeeeeeee e 2
Az atlagos spora terfogat 1500 PM® Alatti ............o...oveeveeeeeeeeee oo ee e ese s 3
2) A halészemek atlagos magassaga 2 um alatti, €s atmérdje 3,5 pm alatti ................ T. sp. nov.
A haloszemek nagyobbak eNNEl ..........coouiiiiiiiiiiiiiie s 3

3) A termdtest barnas, lilas/voroses foltokkal, apro pikkelyekkel fedett, néhol sima. A
nyolc sporas aszkuszok aranya 35% feletti. A haloszemek Osszekottetése bunkod

alaku, a haloszemek atlagosan legfejlebb 5,5 pm nagyok ........ccoecevvevvevieiennnnene. T. regianum

A termétest krémszind, teljesen sima, melyen aranysarga szorpamacsok lehetnek.
Hat-nyolc sporas aszkuszok domindlnak, de a 8 spdras aszkuszok ardnya 35%
alatti. A halészemek Osszekottetése hosszan kihuzott, hegyes. A halészemek atlagos

atmérdje nagyobb, Mint 5,5 WM ..cciiiiiiniiieieieeceee e e T. bernardinii

A fajcsoportba tartozd mintdk rendszertani revidedldsa révén a fajok elterjedését is
értékelni lehet. Rendkiviil ritka fajok 1évén minddssze 6t orszagbodl keriiltek eddig elé (Montecchi
& Sarasini 2000; Bratek et al. 2001a; Gori, 2003). A T. regianum mintak koziil Olaszorszagbol
¢s Spanyolorszagbol tobb, mig Szlovakiabdl egy minta allt rendelkezésre. A T. bernardiniit eddig
csak Olaszorszagban talaltak, ugyanakkor a fajok tisztazasa ravilagitott, hogy a ZB3657,
Romaniabodl gylijtott kevert anyag egy része is ide tartozhat. A Pannonicum floratartomanyra
nézve elsoként megtalalt ,,7. regianum”-r6l (Orczan et al. 2012) pedig kideriilt, hogy egy Uj
leirand6 fajhoz tarozik, melynek tiz meglévd mintdjabol munkacsoportunk 6t6t Magyarorszagon,
kettdt Roméniaban, egyet Szlovakidban talalt. Emellett két olaszorszagi minta is ebbe a fajba
tartozik.

A potencidlis gazdandvények listajabol (6. tablazat) jol kitinik, hogy a valdban
T. regianum fajhoz tartozo termotesteket élohelyein minden esetben megtalalhatd volt a Fagus
sylvatica, legtobbszor csak az. Igy felmeriil annak a lehetésége, hogy a T. regianum gazdandvény
specialista a legtobb valodi szarvasgombaval ellentétben. A masik két faj gazdandvény
spektruma joval tagabbnak bizonyul, melyhez a zarvatermok mellett még egy nyitvatermo fajt

(Picea abies) is talaltunk.
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A T. regianumot tipikus hegységi gombaként irtak le, és valoban a legtobb mintaja 1000
méteres tengerszint feletti magassagbol keriilt el6. Egyetlen kivétel a Szlovakiaban 250-500 m
magassagban megtalalt ¢ldhelye. A T. bernardinii mintai mar alacsonyabb térszinekrdl, 400-1000
m koriili magassagbol gytiltek, mig az j fajnak egészen alacsony, tengerszint feletti 100-300 m-
6l van a legtobb adata, habar Olaszorszagban 900 m magassagban is megtalaltak. Nem szabad
megfeledkezni, hogy délebbre (Olaszorszag) magasabb térszineken lehet ugyanolyan id6jaras,
mint északabbra (Szlovakia) alacsonyabb térszineken, mely magyarazhatja az egy-egy magassag

értékben kilogo T. regianum és T. sp. nov. el6fordulasi adatat.

5.4 Reviziora varo taxonok.
54.1 A Genea nemzetség

Az ITS és LSU-Tefl kombinalt filogenetikai elemzések kilenc 0j faj lehatarolasat tették
lehetové (Alvarado P, Cabero J, Moreno G, Bratek Z, Van Vooren N, Kaounas V, Konstantinidis
G, Agnello C, Merényi Zs, Smith EM nem publikalt adatok; Alvarado et al. 2014). Adatbazisunk
harom 1j faj leirasahoz jarult hozza, igy a Genea pseudobalsleyi Agnello, Bratek & J. Cabero
(MB809079), Genea pseudoverrucosa Bratek, Konstant. & Van Vooren (MB809080), és a
Genea compressa Z. Merényi, J. Cabero & G. Moreno (MB809072) leirdsdhoz. A
Magyarorszagrol szarmazo kozel harminc szekvenalt mintat 0sszesen hét Genea fajhoz lehetett
besorolni, melyek koziil a korabban leirt fajok mellett harom tudomany szamara 0j fajt is ki
lehetett mutatni, melyek koziil az alabbiakban a G. compressa rovid morfoldgiai jellemzése kertil

bemutatasra.

A G. compressa fajnevét az aszkokarpium belsejébe tiiremkedd peridium falak strd,
Osszenyomot jellegérdl kapta. A termdtest 8-14 mm atmérdji, mely fekete aprd szabalytalan
pikkelyekkel fedett. A termétesten apikalis nyilas, és bazalis hifacsomo is talalhato. A peridium
egy kiilsé pszeudoparenchimatikus, 38—47,5 x 29-36 um nagysagu izodiametrikus sejtekbol allo,
230-250 pum vastag rétegbol, €s egy belsd hifakbol lazan 6sszefonodo, 120-240 um rétegbol all.
Az epithécium 90-130 um  vastag, mely felszine hasonlé a kiilsé peridiuméhoz. A himénium
200-280 x 25-38 (—42) wm méretli aszkuszokat, és 310-380 x 3—5 um nagysagl parafiziseket
tartalmaz. Az egy sorban elhelyezkedo aszkosporak (23,5-) 24,0-26,5 (-30,5) x (18,0-) 19,0—
21,0 (-25,5) um méretiek, Q = 1,26. A sporakon (2,3-) 3,3 (-5,3) x (2,0-) 3,3 (-5,8) um
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nagysagu kup alaku papillak figyelhetéek meg. A fajt eddig Magyarorszagon, Spanyolorszagban

és Marokkoban sikertlt kimutatni.

A filogenetikai elemzések kiegészitéseként elkésziilt a Genea nemzetség divergencia idoit

becsld molekulari 6raelemzés is. Az MCMC futtatds soran kapott posterior effektiv minta méret

(ESS) minden fontos paraméter esetén meghaladta a kritikus 200-as értéket. Az MCC fa (13.

abra) topologiaja megegyezett az LSU-Tefl kombinalt fa topolégiajaval. A Genea/Humaria

leszarmazasi vonal legkorabbi k6zos dse 145,5 millio évvel ezelott (HPD 95%: 86,7-206,8 millio

13. dbra: A Genea
nemzetség elvalasi idejét
bemutaté Kronogram. Az
egyes elagazasok felett a
BEAST elemzéssel becsiilt
elvalasi 1d0 lett feltiintetve,
a kék savok a csomopontok
koranak 95 %-os posteriori
stiriség eloszlasat (HPD
95%) jelolik. A fan
feltlintettett taxonok kodjai
az 5. mellékletben vannak
feloldva. A mérce 40 millio
évnek megfeleld aghosszat
jelol.

375.8

328.0

249.4

154.0|
202.4

145.5

Tuber aestivum

Choiromyces meandriformis

Helvella sp.

91.3|

46.6|

48.5)

40.0

Gilkeya pacta
Genabea cerebriformis
Genea lespiaultii
Genea verrucosa
Genea gardneri

Genea sphaerolobulata
Genea sp.

Genea harknessi

Genea fragrans

75 Genea anthracina

Genea compressa
Genea pseudobalsleyi
Genea balsleyi
Genea pseudoverrucosa
Genea vagans
Genea mexicana
Genea arenaria
Genea brachyteca
Genea hispidula
Genea dentata
Genea brunneoocarpa
Genea pinicola

Genea tuberculata

Genea fageti

Genea cazaresii
Humaria hemisphaerica
Peziza vesiculosa

Orbilia delicatula

¢v) valhatott el a Gilkeya leszarmazasi vonal 6sétol. Erdekes, hogy a Genea cazaresii a Humaria

fajokkal, €és nem a Genedakkal képez monofiletikus csoportot, ahogyan azt korabbi, ITS

szekvencidkon alapulé munkdk is kimutattdk (Erés-Honti et al. 2008; Guevara-Guerrero et al.
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2012). A Genea cazaresii-Humaria és a tobbi Genea faj feltehetéen 84,1 millio évvel ezeldtt
(HPD 95%: 47,9-124,8) valtak el egymastol. A Genea nemzetségen beliili els0 elagazas a
foldtorténeti kréta korban kb. 76,5 millio évvel ezelétt (HPD 95%: 42,9-112,7) kovetkezett be,
melyet a tobbi elagazas kovetett (13. abra).

5.4.2 Rufum-fajcsoport

A Rufum-fajcsoport vizsgalatahoz 327 ITS szekvenciat hasznaltunk fel, mely szekvenciak
kozel egyharmada a kutatdcsoportunk eredménye. Az ITS régiora sikeresen szekvenalt 104 minta
olasz, francia és spanyol anyagok mellett, 78 adatbazisunkban szerepld, Magyarorszag teriiletérol
szarmaz6 anyagot is tartalmazott (5. melléklet). Az alkalmazott két illesztés kozott jelentds
kiilonbség volt a gap-ek kiosztasaban, mig a MAFFT illesztésben a teljes hosszhoz viszonyitva
56% volt a gap-ek aranya, addig a PRANK illesztés esetén ez az érték 80% volt, ami a teljes
illesztett hoszban is megnyilvanult: 1630 bp, szemben a MAFFT illesztés 804 bp-os hosszaval. A
variabilis helyek szdmaban nem volt jelentds eltérés, viszont a MAFFT illesztés soran ennek 87%
parszimodnia informativ hely (PIS) volt, szemben a PRANK illesztés 80%-os PIS/varidbilis hely
aranyaval. A bayesian analizis 6t mill6 generacié utdn az ASDSF érték 0,010351 a PRANK ¢és
0.010685 a MAFFT illesztés esetén. A Bayes-féle filogenetikai fakon lathatdo kladok szama
megegyezett a RaxML futtatasokkal kapott fakon lathatokkal (4. melléklet). Az elemzések
korantsem tekinthetd kielégitonek, olyan szempontbo6l, hogy a fajcsoporton beliili szamos
elagazas rendelkezik alacsony megbizhatdsagi értékkel. Ennek ellenére a torzsfan is lathato, hogy

szamos, egymastol elkiiloniilt monofiletikus leszarmazasi vonal kiiloniil el.

A Rufum-fajcsoportra elvégzett ABGD elsodleges faj lehataroldé modszer a MAFFT
illesztéshez 30 a PRANK illesztéshez 28 kiilonb6zé csoportositast hozott 1étre. Ezekbdl csak a
gombaknal altalanosan elfogadott 3%-o0s nukleotid tavolsag hatar korili (2,4-5,3%) értékekkel
rendelkez6 5-5 csoportositast vizsgaltuk. A csoportok szama, és a kiiszob értékek az 10.
tablazatban lettek 6sszefoglalva, mig az egyes csoportositasok. 4. és 5. mellékletekben lathatoak.
Ha a legkevesebb 21 és 22 csoportot 1étrehozd osztalyozasokat nézziik, észrevehetd, hogy az
ABGD MAFFT-os 1. és PRANK-os 6. csoportja a filogenetikai fakonn polifiletikus, és 7-7 olyan
leszarmazasi vonalat fog Ossze, melyek a 33 csoportot 1étrehozdkban kiilon-kiilon csoportok
lennének. Vagyis nukleotid tavolsagban az 5,3%-nal hasonlébbak szamos egymastol eltérd

vonalon megtalalhatoak, igy ez a “konzervativ’ osztalyozas mindenképpen hibas. Ugyanerre
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lehet kovetkeztetni a hisztogrammok (13. abra) alapjan is, ahol a kevesebb szamu csoportot

létrehozd osztalyozasoknal nagyobb a csoportok kozotti €s csoporton beliili tavolsagok atfedése,

mint a nagyobb szami csoportok esetén. Az eredmények alapjan a Rufum-fajcsoporton beliili

akar 33 potencialis filogenetikai faj lehet, amit szintén csak joval alaposabb, tobb fiiggelten

l6kuszon alapuld vizsgalattal lehetne igazolni.

MAFFT illesztés

21 csoport

Gyakorisag
1500 2000 2500

500 1000
! 1

T T T T T
00 0.1 02 03 04 05

Nukleotid tavolsag

33 csoport

Gyakorisag
1500 2000 2500

500 1000
1 !

00 0.1 02 03 04 05

Nukleotid tavolsag

Gyakorisag

Gyakorisag

PRANK illesztés

500 1000 1500 2000 2500
1 1 1 1 1

22 csoport

00

T T T T T

01 02 03 04 05

Nukleotid tavolsag

500 1000 1500 2000 2500
1 1 1 L

33 csoport

00

T T T T T
0.1 02 03 04 05

Nukleotid tavolsag

13. abra: parositott nukleotid tavolsag hisztogramok. A kék szin a csoportokon beliili parositasokat, mig a
piros szin a csoportok kozotti parositasokbol adodo tavolsagot jeloli. Lathaté hogy nagyobb szamu csoport

kialakitasaval a két eloszlas kozti atfed6 rész csokkent.
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10. tablazat: A Rufum-fajcsoport mintain végrehajtott ABGD elemzés kétféle illesztéssel kapott 5-5
osztalyozasi eredményének Osszehasonlitasa.

% Rufum oo kiisgObfeleti  3%feletti oo
&% csoportok Kiisz0b csoport csoport minta
2 . nuk.tav. . . csoport
= szama atlagok atlagok .
szama
33 2,8% 7 0 8
& 32 3,3% 7 0 8
% 28 3,9% 6 2 8
p= 27 4,5% 5 3 7
21 5,3% 5 3 6
33 2,4% 7 0 8
% 32 2,8% 6 0 8
é 31 3,3% 7 0 8
~ 29 3,9% 5 3 8
22 4,5% 6 2 6

A vizsgalatba vont mintdk %-€hez tartozott foldrajzi megjelolés, ami a 33 csoportot
létrehozo osztalyozasbol 29 csoportrdl szolgaltat informéciét. Ez alapjan Azsidban legalabb 4,
mig Eurdpaban és Amerikdban egyarant 14-14 fajjal szdmolhatunk. A Kdarpat-medencébdl
szarmazo 78 minta, a legkevesebb csoportot 1étrehozd osztalyozasok alapjan 6-6, mig a tobbi
osztalyozas alapjan inkabb 8 feltételezett fajhoz tartozik. Ezaltal az Europaban fellelheto 14

potencialis fajbol a Karpat-medencében 8 eléfordul.

5.5 Tuber brumale aggr.

5.5.1. Molekularis filogenetikai elemzések

A filogenetikai vizsgalatokhoz Osszesen 108 mintat sikeresen szekvendltunk, melyhez
még 58 T. brumale vagy T. brumale f. moschatum és 69 kozel rokon faj szekvenciajat toltottiik le
nemzetkozi adatbazisokbol. fgy Osszesen 140 ITS, 90 LSU, és 28 PKC szekvenciat vontunk be a
filogenetikai elemzésekbe. Az ITS, LSU és PKC régiokbol késziilt MP fak adatai az 11.
tablazatban lettek feltiintetve. Az azonos lokusszal készitett filogenetikai fak az alkalmazott
fakészitd6 modszertdl (Bayes-féle, MP alapt) és kiillonbozo gap kezeléstdl fiiggetleniil egy kivételt
leszamitva megegyezd topologidt eredményeztek. Ez a kivétel az ITS alapit MP fa esetén

jelentkezett, ahol a gap-cket 5. Karakterként kezeltiikk, melynek oka a bevezetoben emlitett,
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T. brumale 1TS-ben megtalalhat6 kb. 300 bp-os inzerci6 lehet. Az LSU alapu filogenetikai fan
(14. ébra) a T. brumale mintak a Melanosporum-fajcsoporton belill egységes, kiilon leszarmazasi
vonalat képviselnek, melyen beliil tovabbi két monofiletikus klad (A és B klad) kiilonithetd el,
magas tamogatottsaggal. Az A kladon beliil tovabbi két csoport kiilonithetd el (1. €s I1.), melyek
kiilon-kiilon nem tekinthetéek monofiletikus egységeknek. Az ITS és PKC fak (15. és 16. abrak)
alapjan szintén magas tamogatottsaggal két monofiletikus kladra (A és B) szeparalédnak a T.
brumale mintdk. Viszont, amig az ITS és LSU alapt fakon megfigyelheté az A kladon beliili két
csoport (I. és II.), addig a PKC fa nem mutatja ezt a struktarat. Emiatt nem ajanlott tobb lokusz
Osszeflizésével (concatenated) fat késziteni, amit a PHT teszt szignifikans eredménye (p=0,0004)

1s megerdsit.

11. dbra: A Maximum Parsziménia (MP) eljarassal késziilt filogenetikai fak adatai. CI: Konzisztencia
index, RI: Retencids index, RC: Ujraskélézott konzisztencia index. Tovabba fel lettek sorolva a fak hossza,
a teljes karakterek szama, a parszimonia informativ karakterek szama (PIS), a kiil-, és belcsoportban 1évo
mintak szama, valamint az, hogy ezekb6l mennyi a 7. brumale aggr. minta.

5 - £
) ~ —~ S ©n
5 3 P 5 0z g §858 1 g SIS
S : R
G M Mm &
ITS Hianyz6 215 0926 0992 0918 4 136 136 176 762
5.karakter 722 0910 0,981 0,892 4 136 136 507 762
LSU Hianyz6 301 0,631 0942 0,595 7 85 31 121 523
5. karakter 310 0,639 0,942 0,601 7 85 31 126 523
Hianyz6 77 0,987 0,994 0,981 4 24 24 65 735
PKC 4

5. karakter 86 0988 0,994 0,983 24 24 73 735

A ,,P-distance” modszerrel kiszamitott csoportok kozotti nukleotid tavolsagok alapjan és
az altalanosan hasznalt 3%-os hatar mellett (Nilsson et al. 2008; Bonito et al. 2010b), az A klad
I.-es és Il.-es csoportja kozotti tavolsag (2,02%) még intraspecifikus kiilonbségnek vehetd, mig
az A és B kladok kozotti tavolsag (9,32%) mar interspecifikus variabilitasnak tudhaté be (12.
tablazat).
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] Tuber indicum aggr. (35)

Tuber melanosporum (5)
1.0/86.8 Tuber sp. AB553518
Tuber regiomontanum (2) a|

1.0/0.99, Tuber pseudoexcavatum (8)
1.0/100] Tuber sp. AB553516
Tuber furfuraceum GU979111
TB100k2
TB101k2
TB129k2
TB155k2
TB89k2
TB88k2
TB87k2
TB103k2
TB111k2
TB109k2
TB169k2
- TB170k1
- TB171k1
[~ TB175k1
— TB174k1
1.0/99.8f~ TB106k1
TB117k1
- TB94k1
- TB145k1
- TB166k1
- TB112k1
- TB92k 1
- TB102k1
TB110k3
TB115k3
TB154k3
0.99/98.9} TB153k3 B Klad
TB108k3
TBO9%3
TB104k3
TB167k3

Il.Haplocsoport

1.0/90.2

A Klad

I. Haplocsoport

1.0/94

L 1.0/100

- Tuber sp. JQ925713

1.0/100~ Tuber rufum f. lucidum FJ809811
Tuber rufum f. lucidum FJ809810
1.0/80.2 Tuber umbilicatum GU979088
1.0/97.2 1.0/85, Tuber liaotongense GU979092
r Tuber huidongense GU979093

Tuber lyonii EU394704
Tuber spinoreticulatum FJ809814

0.5
14. abra: Melanosporum-fajcsoport LSU régidja alapjan készitett Bayesian filogenetikai fa. Az egyes
agakon a Bayesian poszterior valosziniiségi (PP) és Maximum Parszimonia (MP) bootstrap értékek lettek
feltiintetve a tortvonal ,,/” két oldalan. Az értékek csak abban az esetben lettek feltiintetve, ha PP>0,95 és
az MP bootstrap érték > 70%. Az Osszevont (collapsed) agakon a fajnév utdn zardjelben a bevont
szekvencidk szama lathatd, melyek az 6. mellékletben vannak kifejtve. A Tuber brumale aggr. A és B
kladjai, valamint az L. és II. haplocsoport jeldlve van, a kodok szintén az 6.mellékletben lettek feloldva.

12. tablazat: Az ITS szekvenciakbol szamolt tavolsag matrix. Egy sor és egy oszlop metszetében 1évo felsd
értékek a koztiik 1€vo parositott nukleotid tavolsag (P-distance) atlagat, az also értékek a szorasat jelolik.

Klad/Haplocsoport L IL B A
I Hapl 0,032% 2,024% 9,258%
. Haplocsoport
0,073% 0,094%  0,085%
0,201%  9,450%
II. Haplocsoport 0.166%  0254%
B Klad 0,070% 9,317%
0,067% 0,181%
A Klad 0,909%
0,979%
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15. abra: Az ITS régio alapjan készitett 7. brumale aggr. kladjait bemutatd Bayesian filogenetikai
fa. Az egyes agakon a Bayesian poszterior valosziniiségi (PP) és Maximum Parszimonia (MP)
bootsrap értékek lettek feltiintetve a tortvonal ,,/” két oldalan. Az értékek csak abban az esetben
lettek feltiintetve, ha PP>0,95 és az MP bootstrap érték>70%. A minta kodok az 6. mellékletben

lettek feloldva.
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TB89%k2
TB136k1
TB88k2
TB92k1
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TB117k1
TB179 1
TB112k1 AKlad
—ETB111k2
TB129k2
1.0/97 }— TB169k2
— TB134k1
— TB133k1
— TB172k1
1.0/100 TB173k1
TB99K3
TB115k3
TB123k3
TB154k3 B Klad

100 TB153k3
TB104k3
TB140k3
TB138k3

1.0/100 [ Tuber pseudoexcavatum DQ336334
L—Tuber pseudoexcavatum DQ336335

1.0/100— Tuber indicum DQ336330
L Tuberindicum DQ336333

0.005

16. abra: A T. brumale aggr. PKC régioja alapjan készitett Bayesian filogenetikai fa. Az egyes agakon a
Bayesian poszterior valdsziniiségi (PP) és Maximum Parszimonia (MP) bootsrap értékek lettek feltiintetve
a tortvonal ,,/” két oldalan. Az értékek csak abban az esetben lettek feltiintetve, ha PP>0,95 és az MP
bootstrap érték > 70%. A Tuber brumale aggr. A és B kladjai jelolve vannak, a kodok a 6. mellékletben

lettek feloldva.

Mind az A és B klad, mind az A klad I. és II. haplocsoportja szétvalaszthatd az Mbol és
Hinfl restrikciés endonukledazokkal emésztett ITS régiobol kapott fragmentum-mintazattal
(RFLP). Mindkét enzimnek 3-5 hasito helye van az ITS szakaszban. A 100-550 bp-os fragmentek
hordoznak hasznalhatd informaciot, mivel 3%-os agar6z gélen a 100 bazisparosnal kisebb
fragmenteket nem lehet jol elvalasztani. Mbol enzim esetén a jol detektdlhatd fragmentek: B
klad: 121 bp, 303 bp, 368 bp; A klad 1. haplocsoport: 227 bp, 231 bp, 306 bp; A klad IL
haplocsoport: 142 bp, 225 bp, 231 bp, 307 bp (17. dbra). A Hinfl enzim fragment mintdzata: B
klad: 223 bp, 528 bp; A klad 1. haplocsoport: 140 bp, 226 bp, 402 bp; A klad II. haplocsoport:
227 bp, 540 bp. Az A és B kladot az Mbol enzim kiiloniti el, amit az B kladban 368 bp
magassagban megjelend egyedi fragment tesz lehetévé. Az A kladdon beliili két haplocsoportot
pedig a Hinfl enzim kiiloniti el az I. haplocsoportban 140 bp és 402 bp magassagban megjelend

egyedi fragmentumok altal.
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17. abra: Az MBol. restrikcios endonukleazzal emésztett 7. brumale aggr. kladok ITS régidjanak
fragmentum mintazata. A két oldalon lathato DNS sulymarker 100-1000bp 100 bazisparonként.

5.5.2. Filogeografia és haplotipus elemzések

Az ITS haplotipus elemzéshez 136 szekvencia lett bevonva, melybdl 119 db az A kladbol
¢s 17 db a B kladbol kiilon-kiilon lett elemezve (18. abra). Az A kladban Gsszesen 17 haplotipus,
mig a B kladban csak két haplotipus keriilt el6. Csaktgy, mint az ITS és LSU filogenetikai fakon,
az A klad haplotipus halojan is két egymastdl nagy tavolsagra, 6sszesen 16 mutacios 1épésre 1€vo
haplotipus csoportot lathatunk. Az 1. haplocsoportban a leggyakoribb haplotipus (C1)
elofordulasi aranya 84,1%, és ebbdl csillag struktira-szeriien 1-2 mutacids tavolsagra talalhato a
tobbi ide tartozd haplotipus. Ennek a haplocsoportnak a haplotipus diverzitasa Hd = 0,29. Ezzel
ellentétben II. haplocsoport haplotipus diverzitasa Hd = 0,72 és a leggyakoribb haplotipusanak
(K1) frekvencidja minddssze 43,2%, tehat joval egyenletesebb a haplotipusok eloszlasa. A B
kladban a mintdk mind6ssze két haplotipuson, kozel egyenld aranyban osztoznak, igy a

haplotipus diverzitds Hd = 0,53.

Faj és haplocsoport szintii filogeografiat 196 minta alapjan készitettiink, melyben a
filogenetikaban felhasznalt szekvencidkon tul RFLP moédszerrel meghatarozott mintdk, valamint
a részleges szekvencia adatok is be lettek vonva. Az A klad egész Eurdpaban elterjedtnek szamit
mig B klad csak a kdrpat-pannon régiora korlatozodik (18. dbra). Ebbol adodik, hogy a két klad
szimpatrikus elterjedésti. Az A klad I. haplocsoport mintait Nyugat-Europatél egészen
Magyarorszag keleti és déli részéig sikeriilt kimutatni. Ezzel szemben II. haplocsoport mintai
csak az Alpoktdl keletre fordultak el6. Igy az A kladon beliili két haplotipus csoport elterjedése
parapatrikusnak tekinthetd, egy kontakt-zonaval a Karpat-medencében, ahol egyiitt is

eléfordulnak.
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18. abra: A T. brumale aggr. eurdpai elterjedése, és a T. brumale s. s. (A klad) haplotipus haldja, mely 17
collapse program altal kijelolt haplotipust jelol. A haplotipusok megnevezésénél a csak betiijellel ellatottak
esetén a collapse és a koaleszcens elemzéshez hasznalt SNAP Map is ugyanazokat a mintakat jeldlte ki. Ez
alol kivétel az A és B haplotipus, melyeket a collapse program egybe vett. Amennyiben betli és szam is
jelol egy haplotipust, azt csak a collapse program valasztotta le. A korok mérete minden esetben aranyos a
mintaszammal. A térkép a Quantum GIS (http:/qgis.org) szoftver segitségével, az APRS™ Fold térképét
(http://aprsworld.net/gisdata/world/) felhasznalva késziilt.

Az A kladon beliil tobb érdekes haplotipust is kimutattunk. Ilyen a gyokerekbol
kimutatott 0j-zélandi 7. brumale minta (EU753268), ami C1 leggyakoribb haplotipusba tartozik,
mely feltehetden a Nyugat-Eurdpabol szarmazé mikorrhizalt csemete anyaggal keriilt oda.
Tovabba a Karpat-medencében el6forduld 6sszes (33 minta) 1. haplocsoport beli minta szintén
csak a C1 haplotipusba tartozik. Erdekesség még, hogy csak Olaszorszagban taldlhaté a C2

crcr

két, gyokerekbol kimutatott irani minta, egyedi, csak itt el6forduld L haplotipust képez.
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13. tablazat: A Tuber brumale s. s. ITS haplotipusaiban megtalalhatd polimorfizmusok. A haplotipusok
SNAP map programmal torténd képzésénél, a problémas helyek el lettek tavolitva, az indel mutaciok pedig
le lettek kodolva. A tablazatban szerepelnek a polimorfizmusok pozicidi, tipusai, és a konszenzus
szekvencia, az attol valo eltérések a haplotipusok kodjaval és gyakorisagaval egyiitt. Roviditések: tranzicid
(t), transzverzio (v) delécio(-). A SNAP Map programmal torténd haplotipus elemzést dr. Geml Jozsef
készitette

Pozicid 11112222333445566666777
1236602241469056004837789013
7361901219053057126583513640

Mutacid tipusa -vtttvttvttvt-ttv--tttt-vvtv
Konszenzus: 1AGAGACGTTAACIATT21ACTA2TATT
Haplotipusok

A (9) .T...TT.ACG...GC.1..T.Gl.CC.
B (1) 2T...TT.ACG...GC.1..T.G1l.CC.
C (73) e e e C.ooon..
D (4) e e e Covivinn Covnnn
E (1) e e e e T, Covvnnn
FOo(L)y e e e 2., Covnnn
G (2) e e e e Gevvvnnnt
H (1) e e e e e e e e C..A

S (G C.....
J (1) .TAG.TT.ACG...GC.1..T.Gl.CC
K (21) . T.G.TT.ACG...GC.1..T.Gl.CC
L (2) .T.GATT.ACG...GCG12.T.Gl.CC
M (3) .T.G.TTAACG...GC.1..T.Gl.CC

Tajima’s D, Fu’s Fs, Fu & Li’s D* és Fu & Li’s F* tesztek 95% konfidencia intervallum
mellett, nem mutatnak szignifikans eltérést a II. Haplocsoport valamint az A és B faj esetén. Ami
azt jelzi, hogy az ITS 16kuszon megfigyelt €s a varhato valtozatossag hasonlo, igy szelekcié nem
bizonyithatd, neutralis evolucio és mutacios egyensuly all fenn. Ugyanakkor az I. Haplocsoport
esetében harom teszt is szignifikans eredményt hozott (D=-0,07, p=0,003; F*=-0,17, p=0,03;
Fs=-0,17, p=0,02). A Tajima’s D teszt alapjan a lokuszon sok, alacsony gyakorisdgu ritka allél
van jelen, ami arra utalhat, hogy negativ szelekcio all fenn vagy a populdcidé expanddl egy
lecsokkent populacidoméret utan (palacknyak-effektus), amit a Fu’s Fs teszt sziginfikans

eredménye is megerosit.

75



5.5.3. Molekularis 6ra elemzés

A Melanosporum-klad ismert fajainak divergencia idejét bemutatd kronogram az 19.
abran lathato. A fajcsoport legutdbbi k6zos 6sébdl torténd elvalas becsiilt poszterior értéke 78,1
millio év lett. A szétkapcsolt mutacios ratak poszterior értéke a kovetkezoképpen alakult:
5.85=1,97"% ITS2=4,56" és LSU=8,51"*. Ezek az értékek nagyfoku hasonlosagot mutatnak
Bonito et al. (2013) munkajaban tapasztaltakkal, igy a molekularis 6ra elemzést megbizhatonak
vehetjik. A 7. brumale A és B kladja kozti elvalas korilbelil 17,9 millio évvel ezeldtt
torténhetett (HPD 95%: 10,9-25,7 millio év).

A Kiad Il. Haplocsoport
4.1‘
179 A Klad |. Haplocsoport

Tuber brumale aggr.

| —
69.1 B klad
[ = ]
T. pseudoexcavatum
70.1 T.indicum B
= =]
12.5
178 T. indicum A
LY y 25.3 T. melanosporum
T. regiomontanum
T.sp13
80,0 70,0 60,0 50,0 40,0 30,0 20,0 10,0 0,0Ma

19. abra: A Melanosporum-fajcsoport tagjainak elvalasi idejét bemutat6 MCC kronogram. Az egyes
elagazasokon a kék savok a csomodpontok koranak 95 %-os poszterior siiriiség eloszlasat (HPD 95%)

rrrrrr

mellékletben vannak feloldva.
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5.5.4. T. brumale aggr. morfolodgiai vizsgalata

Az eurOpa-szerte begyujtott, genotipizalt termotestek koziil Osszesen 118
makromorfologiai, organoleptikus bélyegeit, és 92 valamely mikromorfoldgiai bélyegét
vizsgaltuk meg (14. tablazat). A termotestekhez tart6z6 leirasok alapjan az A és B faj kdzt nem
mutathatd ki makromorfoldgiai vagy illatbeli eltérés. A spora méretében, diszitettségében sem
mutathatd ki szignifikans eltérés (20. abra, 15. tablazat). Enyhe eltérés mutathatd ki a dominans
sporaszamu aszkusz eloszlasban, mig az A faj 2-5-6s a B fajnal csak 3-4-es dominancia

figyelheté meg.

Tuber brumale aggr. spéra méretek
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20. abra: Hatvannyolc 7. brumale aggr. atlagos spora hossz és szélesség (ornamentika nélkiil) adatai. A
piros pontok az A fajhoz, mig a z61d pontok B fajhoz tartozé mintak atlagait jelolik.

Tovabbi karakterek bevonasaval jonéhany olyan karaktert sikeriilt talalni melyek erds
szignifikans eltérést mutatnak a két faj kozott, igy a peridium sejtek, pikkelyek, tomeg (21. abra).
Habar a 19 direkt vagy szarmaztatott karakter koziil egy sincs, amely atfedés nélkiil elkiilonitené
az A és B fajt. Erdekes az aszkuszonkénti sporaszam eloszlas, melyet felbontva nyolc kiilon
karakterre tobb hasznalhatd, bar egymadssal erdsen korreldldé folytonos valtozot kaptunk (2.
melléklet) szemben a dominans aszkusz értékkel, mely ordinalis skalaju, és kevésbé informativ

karakter volt.
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14. tablazat: A T. brumale aggr. morfologiai vizsgalata soran bevont karakterek listaja. Az R1-R8 értékeket
legalabb 100 aszkuszt leszamolva kaptuk meg. A ,,Db” és ,,interv.” oszlopok az adott karakterre kiszamolt
atfedés mértékét mutatjak az A és B faj mintai kozott. A 68, 83 és Ossz minta oszlopokban az A és B
fajokra elvégzett megfeleld statisztikaval (lasd Anyagok és modszerek fejezet) kapott eredményt jelolik.
ns=nem szignifikans, 1 = p-érték < 0,05; 2 = p-érték < 0,01; 3 = p-érték < 0,001.

Karakt Lemé Atfedés (%) Statisztikai probak
-arafter Karakter leirasa emert ..
rovidités (db) Db I 68 83 Ossz.
nterv . . .
minta minta minta
Peridium 15 leg'nagy'obb peridium sejt hossz 89 299, 15% 3 3 3
szélesség szorzata atlagolva
Pikkely 10 pikkely atlagos atmérdje 110 56% 41% 3 3 3
Tomeg 1égszaraz termotest tomege 107 82% 40% 3 3 3
Spsz 10 spora szélesség atlagolva 71 100% 94% ns - -
Sph 10 spora hosszisag atlagolva 71 100% 61% ns - -
Tiiske 10 sporan 1-1 tiiske hossza 71 100% 52% ns - -
Q 10 spéra'hossz/szélessége 71 100%  68% s ~ ~
atlagolva
10 spora térfogata o o B B
Vol (szélesség’<hosszx0,523) 7 100% — 72% — ms
R1 1 sporas aszkuszok aranya 86 100% 93% ns - -
R2 2 sporas aszkuszok aranya 86 94% 100% 2 2 2
R3 3 sporas aszkuszok aranya 86 76% 67% 3 3 3
R4 4 sporas aszkuszok aranya 86 100% 66% ns - -
RS 5 sporas aszkuszok aranya 86 76% 61% 3 3 3
R6 6 sporas aszkuszok aranya 86 100% 67% ns - -
R7 7 sporas aszkuszok aranya 86 NA NA ns - -
RS 8 sporas aszkuszok aranya 86 NA NA ns - -
R53 az 5 és 3' sporas aszkuszok 36 78% 339 3 3 3
szamanak hanyadosa
R56p23 az 5+6 é?s 2:-3 sp(')fais aszkuszok 36 85% 350 3 3 3
szamanak hanyadosa
Aszk a dominans sporaszamu aszkusz 86 NA 67% 1 - -
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21. abra: bal: A T. brumale aggr. A és B kladhoz tartozé termétestek atlagos pikkelyatmérd (mm); jobb:
Peridium sejt teriilet (um?) adatok alapjan késziilt boxplotok.

A két faj kozt szignifikdns eltérést mutatd és egymassal nem korrelald karaktercket
hasznaltuk fel a tobbvaltozos matematikai eljarasokban, igy a peridium, pikkely és tomeg.
Emellett az eloszlast jellemz6 karakterek (R3, RS, R53, R56p23) koziil mindig egy szerepelt a
modelben, azok er6s egymas kozti korrelacidja miatt (2. melléklet). A kiilonb6zo beallitasi LDA
eredmények koziil a legjobb, csak morfologiai karaktereken alapuld elkiilonitést a pikkely,
peridium és R3-al kaptuk. Ez alapjan a mintak 95,2% (CV: 92,8%) elkiilonitheté egymastol (22.
abra). Ugyanakkor az A fajon beliili két haplocsoport minddssze 66,7% tudna elkiiloniteni,
jelezve azt, hogy itt nincs valds tendencia a morfoldgiai karakterek elvalasaban. Ha a
D (Diszkriminancia érték) érték kisebb egy adott értéknél, (esetiinkben 0,45) akkor az A fajhoz,
ha nagyobb akkor B fajhoz tartozik a minta. A D érték az alabbi diszkrimindlo figgvény

segitségével hatarozhaté meg:

D = —1,15823 X pikkely + 0,00459 x peridium + 0,556605 x R3 — 0,7345
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22. abra: Bal: A 86 morfologiai valtozot tartalmazé LDA eredménye; Jobb: A 72 talaj és morfologiai
valtozot tartalmazo LDA eredménye. Piros: A/I, kék: A/Il haplocsoport, z6ld: B klad mintai.

A masik, 72 mintat tartalmazé adatkészlet esetén, ha csak talajvaltozokat (Mn, Mg, Cu)
hasznaltunk a modellbe, akkor 76,4% (CV: 75%) hatékonysaggal volt elkiilonithetd az A és B fa;.
Ugyanezen a mintasoron a csak morfoldgiai karakterek (peridium, pikkely, R3) 94,4% (CV
93,1%) kiilonitik el. Ellenben ha a legjobb morfoldgiai és a talaj valtozokat egy modellbe
egyesitjiik, mar 97,2% (CV: 97,2%) elvalasztasi hatékonysagot lehetett elérni (22. abra). Ez az
eredmény ramutat, hogy a morfologiai, és dkologiai (pedologiai) valtozok egyiittes hasznalataval
még hatékonyabb elvélasztds hozhatd létre, mint ugyanazon mintdk hasznalatdval, de a két

valtozocsoport kiilon kezelése esetén.

5.5.5. A T. brumale aggr. morfologiai adatain végzett szimulaciok

A novekvo mintaszam fiiggvényében a kiilonb6zo folytonos, és minden esetben atfedést
mutatd karakterek masképp reagaltak az egyes szimulaciokban. Azok a karakterek, melyek nem
mutattak szignifikans eltérést a két faj kozott 68, 83 vagy Osszes mintat vizsgalva (Spsz, Sph,
Tiske, Q, Vol, R1, R4, R6, lasd 14. tablazat), a statisztikai probakat végz6 szimulacidoban is
hasonl6 képet mutattak (23. abra). A szignifikans eltérések aranya kis €s nagy mintaszam mellett
sem haladta meg a 10%-ot. De ez a gyakorisag sem elhanyagolhatd, ahhoz képest, hogy ezek faj
elvalasztas szempontjabol hasznalhatatlan karakterek. Az elézetesen szignifikans eltérést mutatod

karakterek mar kisebb mintaszamok esetén is, nagy aranyu szignifikans mértékl elvalast
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mutatnak, annak ellenére, hogy a keveredés ezen karaktereknél is jelentkezik. A Student féle
kétmintds t-proba €s a nem paraméteres Wilcoxon-teszt eredményei lényegében nem kiilonboztek
egymastol (23. abra). Az atlagos atfedo rész mértékét a ndvekvo mintaszam fliggvényében az 24.
abra mutatja be. Lathatd hogy az atlagos atfedés mértéke a nagyaranyu atfedést mutatod
karakterek esetén — melyek értéke feltehetden fliggetlen a fajtél - nem egyenesen aranyos a
mintaszam novelésével. Ennek oka pusztan mintavételb6l fakadhat, mely miatt az alacsony
mintaszamnal erdsen alulbecsiiljiik az atfedés mértékét. Ugyanakkor kis mintaszamnal az atfedo
rész mértékének joval nagyobb szoérasa tapasztalhatd, mint nagy mintaszamoknal (24. ébra).
Ez nem meglepd, de azt jelzi, hogy egyes kis mintaszamu esetekben az atfedd rész megallapitasa

az egyébként is alabecsiiltnél még jelentdsen alacsonyabb lehet.
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elkiiloniteni a Student féle kétmintas t-probaval (fels6) a nem paraméteres Wicoxon-probaval (also) 0,05-
0s szignifikancia szint mellett.
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24. abra: Adott karakterre nézve 10.000 mintavételezésbol az A és B faj minta értékei atlagosan milyen
mértékben keveredtek (felsd), és keveredés mértékének szordsa (alsdé) a teljes mintazasi szamhoz
viszonyitva.

Az eddigi szimulaciok csak a karakterek két mintacsoport kozti atfedését, vagy statisztikai
elvalaszthatosaganak mértékét mutattak be, de a fajok morfoldgiai elkiilonitéséhez elofeltétel az
egymassal atfedést nem mutatoé karakterek jelenléte. Igy a harmadik szimulacié azt hivatott
bemutatni, hogy hany esetben van az, hogy egyaltalan nem tapasztalhatdé keveredés a két faj
adatai kozott (25. abra). Mivel minden vizsgalt karakteriink adatsora atfedést mutatott, nem
meglepd, hogy a legnagyobb mintaszdmoknal a keveredés mentes elvaldsok ardnya nulla.
Ugyanakkor egyértelmii az is, hogy kis mintaszam mellett joval nagyobb gyakorisaggal futhatunk
bele olyan mintavételezésbe amely nem mutat atfedést. Ebbol mar jol latszik, hogy az egyébként
faj elvalasztasra teljesen hasznalhatatlan, még tendencidt sem mutaté karakterek kellden kis

mintaszam mellett (3-8) is mutathatnak nem nulla (0,1-42,0%) valosziniiséget a teljes
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elkiiloniilésre. Jelen esetben a faji besorolast molekularis adatok tdmasztjak ald, ugyanakkor
belathatdo, ha ez nincs, csak morfologiai bélyegek akkor még konnyebb hasznalhatatlan
karakterekkel is atfedés nélkiili elkiilonitést létrehozni. A szimuldciokbodl lathatd, hogy az LDA
diszkriminal6 figgvényével kapott D érték, minden esetben (statisztikai, rangsorolasos probak)

feliillmulja hatékonysagaban az 9sszes tobbi karaktert.
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25. abra: Adott karakterre nézve 10.000 mintavételezésbdl az A és B faj minta értékeit hanyszor lehetett
elkiiloniteni atfedés nélkiil.

5.5.6 A T. brumale aggr. kdrnyezeti igényei

A téli szarvasgomba fajaggregatumbol 0sszesen 84 talajmintat vizsgaltunk, melybol 52 az
A ¢és 31 a B fajhoz tartozott. A sokszor hianyos adatstruktira miatt 14 talajvaltozot sikeriilt
Osszehasonlitani (15. tablazat), melyb6l hét mutatatott szignifikans eltérést az A és B faj kozott
0,05 szignifikancia szint mellett. A K,O ¢és Cu értékek 0,001 szignifikancia szintnél is még

kiilonbséget mutattak a megfeleld statisztika mellett.

A megvizsgalt 22 B és 34 A fajhoz tartozd conologiai felvétel alapjan, mindkét faj
gyakran (A: 46%; B: 30%) fordult el6 a hegyvidéki gyertyanos-tolgyesek (Carici-pilosae
carpinetum) tarsuldsban. De amig az A fajndl ez dominalt, addig a B fajt legalabb ilyen gyakran
az alfoldi gyertyanos-tolgyesek (Circaeo-Carpinetum) tarsulasban is gyujtottiik. A tarsulasoknak
megfelelden, a leggyakoribb felvételeken eléfordulo fafaj a Carpinus betulus volt (A: 70%; B:
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86%), melyet az ektomikorrhiza-képz6 fajok koziil a Quercus robur, €s Quercus cerris kdvetett
27-36%-0s gyakorisagokkal. Az A és B faj termésidejének eloszlasa nem kiilonbozott egymastol

szignifikansan (Kolmogorov-Smirnov-teszt p-érték: 0,901 (n=74)).

15. tablazat: A Tuber brumale aggr. A és B faja kozti statisztikai kiilonbségek a talajvaltozok tekintetében.
Az utols6 oszlopban a Brunnel-Munzel proba statisztikai mellet, a kétmintas T-proba szignifikancia szintje
lett megjelolve csillaggal. Mintaszam = 84. Jobb oldalt az egyes fajok Mn és Cu adatsoraira (mg/kg)
készitett boxplotok lathatoak.

Qo = — = — ©n E o Mn
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5.5.7 Potencialis area rekonstrukcid

A T. brumale A faj modellépitéshez 81 ¢€l6helyi pontot hasznaltunk fel, és 26 leldhely
maradt a tesztelésre. Az A faj modelljének AUC értéke 0,989, mig a tesztpontok AUC értéke
0,991, melyek igen jo értékeknek szamitanak, és a modell hatékonysagat tikrozik. A modell
elkészitéséhez a legjobb harom magyarazo valtozo a BIO1 éves kdzéphomérséklet 17,9%, BIO4
Hoémérséklet szezonalitasa 13,2%, és a BIO3 izotermalitas 12,9%-o0s részesedéssel. A valtozok
fontossagara végzett Jacknife teszt alapjan a BIO11 a leghidegebb negyedév kozéphomérséklete

valtoz6 hordozza egymagaban a legtobb informaciot, ugyanakkor az elobb emlitett BIO4 valtozo
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kihagyasa csokkenti legjobban a teljes modell magyarazo erejét. A 7. brumale A és B fajara, a
kolcsondsen-validalt MaxEnt modell altal prediktalt, valosziniiségeken alapuld térkép 26. abran
lathato. Az A faj szamara Eurdpa nagy részén talalhato megfeleld klimatikai viszonyokkal
rendelkezé él6hely, kivéve talan Eszak-Eurdpat, Skandinaviat, ahogyan ezt eddig is feltételezték
(Lawrinowitz 1992). A modell Dél-Spanyolorszdgra is minimalis valoszinliséggel prediktal

megfeleld ¢lohelyet, melyet bizonyit Joseph Maria Vidal széobeli kozlése is, miszerint ott ritkdn

26. adbra: A T. brumale aggr. A és B fajara készitett MaxEnt modell. Az alszines hétérképen a
melegebb szinek a faj szamara jobb feltételekkel rendelkezd prediktalt teriileteket jelzik. A piros (A
faj) és zold (B faj) pontok a valds talalati helyeket jelolik, melyek egy része (75%) alapjan késziilt a
modell.
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talalnak téli szarvasgombat. Tovabba a csekély valdszinliséggel rendelkezo teriiletek kozt jol
kirajzolodnak a magashegységek (Pireneusok, Alpok, és Karpatok vonulatai) amelyekben szintén
nem gyijtik a fajt. Nagy valoszintiségi értékkel rendelkezd teriiletek vannak a Fekete-tenger

koriil, ahonnan csupéan szérvanyosan allnak rendelkezésre adatok.

A joval ritkdbban megtalalt 7. brumale B faj mintdibol mindossze 15 él6helyi lokalitast
hasznaltunk a modell épitésére, és 6t pontot a tesztelésre. Ennek ellenére a modell AUC értéke
0,997 a modellépitd és a tesztpontokra egyarant. A B faj modelljének elkészitéséhez a legjobb
harom magyarazé valtozé a BIO9 a legszarazabb negyedév kozéphomérséklete 37,5%, BIO14
legszarazabb honap csapadékmennyisége 25,5%, és a BIO3 izotermalitas 12,1%-0s részesedéssel.
A valtozok fontossagara végzett Jacknife-teszt alapjan a BIO9 a legszarazabb negyedév
kozéphomérséklete valtozo hordozza egymagaban a legtdbb informaciot. Szintén a BIO9 valtozo
kihagyasa csokkenti legjobban a teljes modell magyarazo erejét. A B faj mind valds megtalalasi
helyekre, mind a prediktalt aredban kisebb teriiletre korlatozodik, mint az A faj, és elsdsorban
Ko6zép-Kelet-Eurdpara, azon beliil is a Karpat-medencére (26. abra). A B faj szamara megfeleld
klimatikus viszonyokkal rendelkezd prediktalt area joval kiterjedtebb, mint ahonnan valdéban
elokeriiltek adatai, amely arra utalhat, hogy nem feltétleniil klimatikai, mint inkabb torténeti

(jégkorszak) okai lehetnek a jelenleg tapasztalt elterjedésének.
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6. Az eredmények megvitatasa

A fold alatti, kiilondsen a szarvasgombak okologiai és gazdasagi szempontbol kiemelt
jelentdségliek a gombak kozott. Annak ellenére, hogy Eurdpaban van a legnagyobb hagyoménya
a fold alatti gombak taxonomiai, és 6koldgiai szempontu kutatasanak, a fajok teljes elterjedési
terliletének vizsgalatarol igen kevés Osszefoglaldé munka sziiletett (Lawrynowicz, 1989, 1990,
1992; Montecchi & Sarasini, 2000; Riousset et al. 2001). Az egyes fajok elterjedésérdl kapott
képet, azok rendszertani helyzetével, vagy populacio genetikajaval foglalkoz6 munkak egészitik
ki, melyek torekedtek szamos orszagbol torténd mintagyijtésre (Sicca et al. 2007; Murat et al.
2004; Wedén et al. 2005; Stielow et al. 2011; Molinier et al. 2013). Az elterjedési teriilet
vizsgalatdhoz, igy az emlitett munkakhoz is nagy segitséget nyujtottak €s nyujtanak a
mikotékakbol szarmazd anyagok, és adataik. Az EMSZE hipogea gyljteménye, Eurdpa egyik
legnagyobb mikotékaja tobb mint 5000 foldalatti gomba mintaval rendelkezik, melybdl jelenleg
kozel 4600 rekordot tartalmaz a hipogea adatbazis. Az elkészitett Microsoft Access rendszeri
adatbazis ekkora adatmennyiségre megfelelden miikodik, emellett, a kezelhetésége konnyi,
példaul az egyes tablak egymashoz rendelésekor. Raadasul az adatbazis hamar felhasznald
barattd tehetd az adatok pontos bdvitése érdekében. A mikotéka, és az adatait tartalmazo
adatbazis segitségével mar szamos publikacio sziiletett (Siller et al. 2005; Bratek, 2006; Gogan et
al. 2008; Ouanphanivanh et al. 2008; Merényi et al. 2010a, 2010b; Bratek e al. 2013; Varga et
al. 2013). A mikotékaban deponalt hipogeak pedig szamos nemzetséget, fajcsoportot revideald
molekularis taxondmiai munkahoz nyujtottak (Halasz ef al. 2005; Stielow et al. 2011; Urban et
al. 2013; Merényi et al. 2014, Alvarado et al. 2014) vagy nyujtanak (a Tuber nemzetség Rufum-,
Excavatum-, Regianum-fajcsoportjai, Gautieria, Melanogaster, Pachyphloeus nemzetségek)
hattéranyagot. Ennek ellenére a legtobb hazankban is eléforduld hipogea nemzetségrél még nem
all rendelkezésre széleskorli, nagy mintamennyiséget feldolgozd és egész nemzetségeket
molekularis és morfologiai modszerekkel revidealdo munka, amely alapjan biztos lenne a fajok
hatarozasa.

A koordinatdkkal rendelkezd mintdk térbeli eloszlasa alapjan Magyarorszag kistaji
feltérképezettsége erdsen heterogén, amely elsdsorban a helyi gyijtok/kutatok jelenlététol
(Budai-hegyek, G6dolloéi-dombsag) valamint a gazdasagilag értékes fajok (7. magnatum és
T. aestivum) legjobb ¢élohelyeinek (Délnyugat-Magyarorszag, Jaszsag) magasfoka
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térképezettségétol is fligg. Utobbi a kereskedelmi célu gyiijtés altalanossa valasanak kdszonhetd,
mely miatt a kutatasi gyijtd utak is egyre inkabb ezen erddtipusokra és tajegységekre
koncentralodtak.

A karpat-medencei  hipogea-funga  értékelése  szempontjabol az  adatbazis
felhasznalhatosaga nem csak az adatmennyiségtol, és a hozza tartozé annotacioktol fligg, hanem
azok megbizhatosagatol is. Ezért a revidealando taxonok és a megfigyelt gyakorisagok alapjan
harom kategoriaba csoportositva vizsgaltunk hipogea taxonokat: (1) kevés adattal
rendelkezé/ritka fajok; (2) molekuldris taxonomiai revizidot igényld fajok, melyekrdl
bebizonyosodott, hogy a hasznalatban 1év6 hatdrozokulcsok nem korreldlnak a filogenetikai faj

hatarokkal; (3) a megvaltozott adatgyakorisaggal rendelkezo fajok.

6.1 Kevés adattal rendelkezé fajok

Fontos kiemelni a kiilonbséget az adatgyakorisagban tapasztalt (kevés adat) és a valos
helyzet (ritka faj) kozott. Ugyanis, kevés adattal rendelkezhet egy faj a kutatas hianya miatt is.
Erre jo példa a T. foetidum faj Finnorszagbol valo eldkeriilése, vagy a Torokorszagbol (Tiirkoglu
& Castellano 2013, 2014), Gorogorszagbol (Diamandis & Perlerou 2013) és Szerbiabol
(Marjanovi¢, 2008) jelentett, Eurdpa tobbi részén eléforduld, kozonséges, de azon orszagok
mikotdjara nézve 0j fajok listdja. Szintén ritkédnak tlinhet egy faj, ha az orszdgban intenziv a
foldalatti gombakutatas, de egyes teriiletek alulreprezentaltak, vagy a gytlijtési modszer nem
kedvez az adott fajnak. Erre jo példa az Elaphomyces persoonii, melyet a kutyak jellemzéen nem
gyljtenek, extrém savanyu talajjal rendelkez6 élohelye pedig elhanyagolt a gazdasagi triflaszas
szempontjabdl. Ezaltal néhany iranyitott gylijtott soran eldfordulasi adatait — igaz, csak lokalisan
a Zemplénben — tobbszorosére sikeriilt novelni. Intenziv feltérképezés mellett kevés adattal
rendelkezhetnek, az egy-egy teriiletre nézve Gjonnan megjelend fajok (Gymnomyces sp.), vagy a
feltehetéen régota jelenlévo, ritka fajok, mint a Regianum-fajcsoport tagjai. Egy-egy faj
ritkasagat tovabb fokozhatja, ha kideriil, hogy a morfologiai fajkoncepcié alapjan egy fajnak
gondolt csoport, valdjaban egymastdl reproduktivan izolalddott, tobb filogenetikai fajt takart,

ahogyan ezt a T. regianum faj esetén is sikeriilt kimutatni.
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6.2 Reviziora varo taxonok

El6zetes molekularis biologiai vizsgalatok alapjan, jo néhany nemzetségben az eddig
hasznalt morfologiai fajhatarok tarthatatlanok, ezaltal a nemzetségek teljes molekuldris
Gautieria, Genea, Glomus, Hysterangium, Melanogaster, Pachyphloeus ¢és Sclerogaster
nemzetségek (3. Melléklet). Az elmult években néhany nemzetség feldolgozasa mar megtortént,
mint a Hymenogastereket (Stielow et al. 2011), vagy folyamatban van, mint a Genedkat
(Alvarado et al. 2014) rendez0 munkak. A Gautieria, Melanogaster, €s Pachyphloeus
nemzetségeknél a feldolgoz6 munkak szintén elkezdddtek, melyek tobb-kevesebb anyag
bevonasaval a Karpat-medencei gyiijteményre is taimaszkodnak. A Tuber nemzetség molekularis
(Jeandroz et al. 2008; Bonito et al. 2010b; Bonito et al. 2013), melyek sokkal inkabb az alapi
elagazasok, a 0 leszarmazasi vonalak tisztazasat céloztak meg, mint a fajok elkiilonitését. Ezaltal
az egyes fajcsoportokat részleteiben feldolgoz6 munkakra lenne sziikség, melyek koziil néhany
mar megkezd6dott, igy a Rufum-fajcsoportot (Bonito et al. 2010b; jelen munka), vagy az
Excavatum-fajcsoportot (Urban et al. 2013) tisztdzd torekvések. Jelen munkaban bemutatott
Regianum-fajcsoport, €s a 7. brumale aggr. j6 példaja annak, hogy az egyébként egységesnek €s
problémamentesnek gondolt fajok kozott is talalhatunk filogenetikailag, esetleg morfologiailag is
elkiilonitheté fajokat. Ez felhivja a figyelmet minden, eddig nem vizsgalt faj, molekularis
modszerekkel torténd ,ellendrzésének™ sziikségességére. Emellett egy-egy taxon genetikai

diverzitasat is sokszor csak foldrajzilag széleskori mintazas soran becsiilhetjiikk meg pontosan.

6.3 Megvaltozott adatgyakorisaga taxonok

Csaktgy, mint a kevés adat esetén, az adatok szignifikans mértékli gyarapodasa vagy
csokkenése hatterében sem csak egyértelmiien biologiai folyamatok allhatnak. Az el6fordulasi
adatok nagyaranyu valtozasanak legkézenfekvobb magyarazata a gylijtési modszer valtozasa.
Mig dr. Hollés Laszlo és Szemere Laszlo els6sorban kapas gyiijtéssel gyarapitotta mikotékajat,
addig az EMSZE hipogea-tar elsdsorban az egyre inkabb elterjed6 kutyas gytljtési modszer
segitségével jott létre. Az utobbi ugyan joval tobb adatot szolgaltat, de nyilvanvalo, hogy a
kutyak altal preferalt illatd fajok (DPH; Bratek et al. 2013) tulreprezentaltak lesznek (pl. Tuber
spp.), mig a tobbi alulreprezentalt (pl. Elaphomyces spp.). Tovabb erdsiti ezt a hatast, hogy a

&9



gazdak kutyaikat gyakran leszoktattak a nem piaci fajok gyiijtésérdl. igy a nem DPH hipogedk

elterjedésének pontosabb megitélése tovabbi mintavételi €s gyiijtéstechnikai problémakat vet fel.

A legnagyobb mértékii adatcsokkenés a Choiromyces meandriformis fajnal volt
megfigyelhetd, mely egyértelmlien a mult szdzadban lezajlé torténelmi, és kulturalis
valtozasoknak koszonhet. Magyarorszag mai teriiletén is sok helyen, akar kutyakkal is szedhetd
lenne a faj, de a gasztro-kultira hanyatlasanak koszonhetOen, €és a nyugati felvasarld piac
kettdsségének és részbeni érdektelenségének koszonhetden egyre inkabb feledésbe mertiilt

(Gogan et al. 2008).

A legnagyobb mértékii adat gyarapodast a téli szarvasgombanal lehetett tapasztalni,
melyet irodalmi adatok is alatdmasztanak. A Karpat-medencében 1980-ig Osszesen harom
publikalt vagy mikotékaban deponalt el6fordulasa ismert. Ezzel szemben az elmult évtizedek
egyik leggyakoribb gombaja (Bratek ef al. 2013; Marjanovi¢, 2007), mely a Karpat-medencében
331 elofordulasi adattal rendelkezik az adatbazis alapjan. A 7. brumale s. 1. nyari és francia
szarvasgomba lltetvényeken valo spontan megjelenése (Olivier et al. 2012; Chevalier et al. 2005;
Benucci et al. 2012a; Guerin-Laguette et al. 2012; Belfiori et al. 2012, Chevalier & Sourzat
2012, Sourzat, 2011), valamint Gj-zélandi adventiv megjelenése (Ho et al. 2008) mind invazios
jellegére utaltak, ahogyan azt mas nagygombaknal (Pringle er al. 2009) és a kinai
szarvasgombanal feltételezik (Murat et al. 2008). A faj széleskori mintazasa, és részletes
filogenetikai vizsgalata soran kapott eredmények alapjan az invazidos T. brumale hipotézist
elvethetjiik. Sokkal valdsziniibb hogy a téli szarvasgomba, mint DPH faj, gyakorisdgdnak
megitélésében jelentds szerepet jatszott a szarvasgombak kereskedelmi céli gytijtése. Korabban a

faj aggregatum késoi, téli termdideje még inkabb csokkenthette elokeriilésének gyakorisagat.

6.4 Vizsgalatba vont taxonok:
6.4.1 Tuber foetidum

A Finnorszagban megtalalt termotest mind morfoldgiai, mind ITS alapt filogenetikai
eredményeink alapjan a 7. foetidum fajhoz tartozik. Ezaltal a faj legészakibb ismert elterjedési, és
egyben Finnorszag mikotajara 0j adatat sikeriilt kimutatnunk. A magyar anyagoktol tapasztalt
intraspecifikus nukleotid kiilonbség (1,07-1,37%) alapjan a faj ITS variabilitasa jelentds lehet,

melyet tovabbi széleskorli mintdzéssal lehetne feltérképezni. A Karpat-medencei kis fehér

s
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de e fajcsoportokban, eddig kevéssé kutatott teriiletekrdl, szamos uj faj felfedezésére

szamithatunk.

6.4.2 Gymnomyces sp.

A Gymnomyces a Russulaceae csaladba tartozo, elsésorban Eszak Amerikaban elterjedt
nemzetség (Whitebeck, 2003). Eurépaban két fajat tartjdk szamon a Gymnomyces ilicis és G.
xanthosporus fajokat, melyek koziil az elsé csak Spanyolorszagban (Barcelona, Gerona
kozelében) és Dél Franciaorszagban keriilt eld. Ezzel szemben a G. xanthosporusnak sokaig
Osszesen egy adata volt ismert szintén Gerona (Spanyolorszag) koryékérdl, vegyes erdobol
(Acer sp., Fraxinus sp., Corylus avellana) és 1100 m tszf. magassagbol, (Montecchi & Sarassini
2000). A Funga Nordica szerint csak a Gymnomyces xanthosporus fordul eld Eszak Eurépaban
(Knudsen & Vesterholt 2012). A Populus x euramericana tltetvényen altalunk talalt termdtestek
leginkabb a Torokorszagban Pinus spp. és Quercus spp. alatt megtalalt, és Gymnomyces
xanthosporusnak hatarozott anyaghoz (Tirkoglu & Castellano 2013) hasonlitanak. A pontos
fajbesoroldshoz molekularis vizsgalatok is sziikségesek, amit a Gymnomyces nemzetségnél
szintén észlelt morfologiai és filogenetikai fajhatarok inkongruencidja is indokol (Whitebeck,

2003; Miller et al. 2006).

6.4.3 Elaphomyces persoonii

Az alszarvasgombak (Elaphomyces spp.) az egész foldon elterjedt, valtozatos
gazdanovényspektrummal rendelkezd aszkuszos gomba nemzetség (Reynolds, 2011).
Ritkasaguknak koszonhetden hazankban a fold alatti gombak koziil egyediil az Elaphomyces
nemzetség egyes tagjai védettek (Siller et al. 2005). A védettséget €lvezd E. persoonii egy
publikalt adatdhoz képest a fold alatti gomba térképezés szempontjabol alig ismert Tokaj—
Zempléni hegyvidékrdl hat 4j leléhelyen, tizenkét, gylijteményben is deponalt, eléfordulasi adatat
sikeriilt sszegytijteniink. fgy a Rimoczi et al (1999) altal publikilt veszélyeztetett (3-as
vOroslista-kategoria) statuszhoz képest elmondhatjuk, hogy az E. persoonii a Zempléni-
hegységben lokalisan elterjedt fajnak tlinik (Varga et al. 2013). A faj ritkasdga és lokalis
elterjedése hatterében extrém savanyu (pH 3,5-4,6) talajigénye allhat (Bratek et al. 2001a; Varga
etal. 2013).

91



6.4.4 Regianum-fajcsoport

A fajcsoport ritkasagat mi sem bizonyitja jobban, mint az, hogy az ide tartozé fajokat csak
nemrégiben irtdk le (Montecchi & Lazzari 1987; Gori, 2003). A T. regianumot elséként
Olaszorszagon kiviil, Romanidban 1997-ben (Bratek et al. 2001a), mig Spanyolorszagban csak
2001-ben talaltak meg (Rubio et al. 2006). Vizsgalataink soran kideriilt, hogy a kiilonb6zo
orszagokbol T. regianumnak hatdrozott mintdk harom eltérd fajhoz tartoznak, melyeket
morfologiai bélyegekkel is kdnnyen el lehet egymastdl valasztani. A bemutatott morfologiai
kiilonbségek tobb-lokuszos filogenetikai eredményekkel is egyezést mutatnak. A morfologiai
alapon helyteleniil 7. regianumnak hatarozott mintak egy része a T. bernardinii fajhoz tarozik,
mig masik része egy eddig ismeretlen, uj fajhoz (B klad). A revidealas ravilagitott, hogy a harom
faj koziil Spanyolorszagban eddig csak 7. regianumot gyujtottek, ugyanakkor a 7. bernardinii
Olaszorszagon kivill Romanidban is el6fordul. Az uj faj mintai legnagyobb része Kelet-
Eur6pabdl, a masik két fajnal alacsonyabb tengerszint feletti magassagokbol keriilt elé. Tovabba
elképzelhetd, hogy a T. regianum s. s. monospecifikusan csak a Fagus sylvaticaval képez
mikorrhizat. A Tuber nemzetség tagjai jellemzden tobb gazdas fajok, mikorrhiza-partner
preferenciat eddig csak a Gibbosum-fajcsoport nyitvatermékhéz koétodésében mutattak ki.

(Bonito et al. 2010b).

A hipogeak koziil vitathatatlanul a Tuber nemzetség a legkutatottabb csoport,
feltérképezésben pedig (Nyugat) Eurdpa élen jar. Mindezek ellenére az eddigi legteljesebb
filogenetikai vizsgalatok is elkeriilt¢k a 7. regianum-szeri mintdkat. Az itt bemutatott
filogenetikai fakon a harom faj egy monofiletikus kladba csoportosulasa, valamint a morfologiai
bélyegekben (felszin, nagy sporaszamu aszkuszok), és €lohelyekben (dombsagok, hegységek)
mutatott nagyfokt hasonlésaguk indolkolja kiilon fajcsoportként valo kezelésiiket. A tobbi valodi
szarvasgomba fajcsoporttdol valdé nukleotid tavolsag, és morfoldgiai karakterekben tapasztalt
eltérésiik alapjan is ésszerti a Tuberek eddig ismert tizenegy fajcsoportja mellett (Bonito et al.
2013) fiiggetlen tizenkettedik fajcsoportként kezelni. Ugyanakkor, a Regianum-fajcsoport Tuber
nemzetségen beliili pontos helyzetének felderitéséhez, tobb fliggetlen konzervativ 16kusz

bevonasara lesz sziikség.
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6.4.5 Genea nemzetség

A lyukas szarvasgombak (Genea) korében hozzavetdlegesen 35 érvényes fajleiras 1étezik.
A Mycobank adatbazisa (2014. Junius.10-i allapotban) 39 legitim fajleirast, és még 13 faj alatti
kategoriat kiilonit el. Ezzel szemben Montecchi & Sarasini (2000) Eurdpa hipogeait sszefoglald
munkajaban mindossze hét Genea fajrol ir. Kilfoldi kooperacioban (Alvarado et al. 2014, és
publikalatlan eredmények) kilenc, tudomany szamara Uj Genea fajt sikeriilt lehatarolnunk
tobbgénes filogenetikai, valamint mikro- és makromorfologiai bélyegek alapjan. Az eredmények
alapjan Magyarorszagon legalabb hét Genea faj fordul eld, melyb6l harom a tudomany szamara
is uj fa;j.

A Genea nemzetség 0 leszarmazasi vonalainak divergencia idejét masodlagos kalibracios
megkozelitéssel probaltuk megbecsiilni, melyeket Prieto & Wedin (2013) fosszilia alapu
Pezizomycetes-re és Bonito ef al. (2013) Tuberaceae-re végzett becslései alapjan kalibraltunk. A
nagyfoku bizonytalansag ellenére, ugy tiinik a Genea nemzetség divergencidja a késé Kréta
korban, a Tuber nemzetség f6 leszarmazasi vonalainak divergenciajaval (Bonito et al. 2013)
egyidoben torténhetett. Joval pontosabb és megbizhatobb becslést lehetne megvaldsitani fosszilia
alapu kalibracios ponttal, és néhany, nem kapcsolt lokusz bevonasaval. Tovabba, egy joval
széleskoriibb, Azsiara és Dél Amerikara is kiterjedd molekularis filogenetikai vizsgalat elegendé
adatot szolgaltatna a nemzetség Osi area rekonstukcidjahoz (AAR=Ancestral Area

Reconstruction).

6.4.6 Rufum-fajcsoport

A mult szdzadok morfologiai leirdsai alapjan Ceruti et al. (2003) autoném fajként
megkiilonboztet Tuber rufumot, T. ferrugineumot, T. nitidumot, melyek rendre 23, 2 ¢és 9
szinonimajat gyujtotték Ossze. A gyakorlatban a 7. rufumot spora alapjan két valtozattal
(var. rufum ¢és var. apiculatum), valamint a termdtest szin alapjan harom formaval
(f. ferrugineum, f. lucidum, f. nitidum) kiilonitik el (Montecchi & Sarassini 2000). Molekularis
taxondmiai vizsgalatok alapjan az egyik legfajgazdagabb Tuber-fajcsoport, melyben legalabb 25
leiratlan faj, amik koziil tizenharmat csak mikorrhizabol mutattak ki (Bonito ef al. 2010b). 327
ITS szekvenciat felhasznalva, sajat ABGD eredményeink alapjan, illesztést6l, €s nukleotid
tavolsag alapu faj hatartol fliggden, 21-33 potencialis faj lehet a csoportban. Az altalunk

molekularis modszerekkel vizsgalt hetvennyolc magyar anyag alapjan elmondhato, hogy a
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fajcsoporton beliil legalabb 6-8 fajjal szamolhatunk Karpat-medencében is. Hazankban a Tuber
rufum, T. apiculatum, T. nitidum, T. ferrugineum, T. lucidum taxonok elkiilonitése van
gyakorlatban (Szemere, 1970; Merényi et al. 2008), am e morfologiai fajok egy része biztosan
modosulni fog a részletes molekularis filogenetikai alapokon nyugvé morfoldgiai revizié soran.
A fajcsoport molekularis eredményekre alapozott morfologiai vizsgalata még nem kezdodott
meg, am az eddigi eredményekbdl is sejthetd, hogy ez csak nemzetk6zi kooperacioban valdsulhat
meg. A fajhatarok biztosabb kijelolése végett, itt is tobb fliggetlen 10kusz bevonasaval, a

géngeneologiak konkordanciajanak vizsgalataval lehetne elore haladni.

6.4.7. Tuber brumale aggr.

Munkank soran 0sszesen 196 T. brumale vagy T. brumale f. moschatumnak hatarozott
mintat vontunk be a faj filogenetikai és filogeografiai elemzésébe, a faj jelenleg ismert elterjedési
areajanak legnagyobb lehetséges lefedése mellett. A harom felhasznalt filogenetikai marker koziil
kettd, az ITS és LSU erdsen kapcsolt, de - funkcidojukbol adododan - igen eltéré mutacios rataval
rendelkez6 szakaszok, mig a PKC 16kusz evoluciodja lassi (Wang et al. 2006) €s nem kapcsolt az
rDNS régiokkal. A lokuszok kozotti eltérdé mutacids rata és eltérd kapcsoltsagi viszony ellenére
elmondhatd, hogy az A és B kladok szétvalasat mindharom régid nagy tamogatottsaggal
megerdsiti, s a gén geneoldgiak konkordanciaja teljesiil (Taylor et al. 2000). Ezentul az ITS és
LSU lokuszok az A klad I és II haplocsoportjanak elvalasat is tdimogatjak, mig a PKC 16kusznal
nem figyelheté meg a két csoport elvalasa. Ezt az inkongruenciat a PHT teszt szignifikans
eredménye is megerdsiti, igy a kiilonbozo 16kuszok kozti megegyezés, és nem megegyezés hatara

jelolheti ki a faji hatarokat (Taylor et al. 2000).

Az 1. és II. haplocsoport mintdinak PKC lokuszban tapasztalt keveredését okozhatja
jelenlegi rekombinécid, vagy recens elkiiloniilés, mely utobbi sordn még fennmaradtak az Osi
(ancestral) polimorfikus allélok. A jelenlegi rekombinacionak ellentmond a koaleszcens alapu
elemzés eredménye, mely szerint az 1. és II. haplocsoport kdzott mar régdta megsziint a
génaramlas (Merényi et al. 2014). A szétvalas elméletét tovabb erdsiti, hogy a divergencia id6

nem nulla (Merényi et al. 2014), és az ITS régioban kialakult tavolsag is jelent6s (2,02%).

Joval tisztabb a kép az A és B kladok elvalasat illetden. Az A €és B kladok kozti ITS-ben
tapasztalt 3%-ot meghaladd, nagy genetikai tavolsag (9,3%) miatt azokat kiilon filogenetikai
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fajoknak lehet venni (Nilsson et al. 2008; Bonito ef al. 2010b), melyet a harom lokusz egybevago
eredménye is megerdsit (geneoldgiai konkordancia). A két klad szimpatrikus elterjedése és tobb
lokuszon is tapasztalt monofiletikussaguk is kozvetve mutatja (Bickford et al. 2007), hogy nincs
géncsere a két klad kozott. Tovabba, a molekularis ora becslés alapjan az A és B kladok elvalasa
17,9 milldo évvel ezeldtt torténhetett (19. abra), mely a 7. melanosporum és T. indicum
fajkomplex elvalas idejével kozel megegyez6 (Bonito et al. 2013). Ezen eredmények alapjan a

T. brumale A és B kladjat két fliggetlen filogenetikai fajnak lehet venni.

Korabbi munkak a 7. brumale nagyon alacsony genetikai variabilitasat hangstlyozzak.
Gandeboeuf et al. (1994, 1997) izoenzim és RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
modszerekkel bizonyitotta, hogy nem Iétezik kiilon 7. moschatum faj, vagy valtozat, ¢és a
T. brumale intraspecifikus variabilitasa alacsonyabb a tobbi Tuber fajhoz képest. Giomaro et al.
(2002) mar a faj ITS szekvencidira alapozva a régio variabilitasanak teljes hianyat emliti meg,
melyet késébb Pomarico et al. (2007) is megerdsit. Wang et al. (2006) a Melanosporum
fajcsoport fobb képviseldivel kapcsolatban megallapitja, hogy az eurdpai fajok, joval kisebb
intraspecifikus nukleotid divergenciat mutatnak (7. melanosporum 0-0,3%, T. brumale 0-0,1%),
mint az Azsiai fajok (7. indicum 3,2%, és T. pseudoexcavatum 1%). Ennek okat, a faj keletkezési
helyétdl Eurdpaba tartdé migracio soran fellépd palacknyak effektusban latja. Emellett
feltételezhetd, hogy az eurdpai T. melanosporum populaciok a legutolsd jégkorszak soran
szenvedtek erds palacknyak effektust (Bertault ez al. 2001; Murat et al. 2004). Bonito et al.
(2010) 0,5%-nal kisebb intraspecifikus variaciot talalt a téli szarvasgombanal. Jelen munka soran
sikeriilt kimutatni, hogy a 7. brumale nagyobb ITS variabilitassal rendelkezik, mint eddig
gondoltuk. Az A és B kladokon beliil az intraspecifikus ITS variabilitas rendre 0,91% és 0,07%,
amibol latszik, hogy a B faj tovabbra is alacsony variabilitassal rendelkezik, mig az A faj az
eddigiekt6]l eltéréen magasabb variabilitast mutat. Az A klad 1. és II. haplocsoport ITS
variabilitasabol (rendre 0,032% és 0,201%) kitlinik, hogy az A klad nagy variabilitasat a két
haplocsoport kdzotti kiillonbség okozza. A Tuber nemzetségen beliil masik harom fajnak mutattak
ki a T. brumale B kladjahoz hasonl6 ITS variabilitast (kissebb mint 0,2%; Tuber puberulum,
Tuber castellanoi és Tuber oregonense), mig az A kladhoz hasonlé variabilitast csak egy faj

esetén (<1%; Tuber mesentericum) (Bonito et al. 2010b).

Az 1. haplocsoportban tapasztalt kis nukleotid és haplotipus variabilitds valamint a

haplotipus halo csillag struktiraja, gyors és recens expanziora utalnak (Slatkin & Hudson 1991).
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Emellett a Tajima’s D Fu’d Fs és Fu & Li’s F*tesztek szignifikans negativ eredménye is
megerdsitette az A klad recens expanziojat. A populacid jelenlegi elterjedése alapjan az
I. haplocsoport egy Nyugat europai refugiumban vészelhette at az utolsd jégkorszakot. Ha a
T. brumale potencialis gazdafajainak a filogeografiai kutatasait megvizsgaljuk, bizonyos
egyezéseket vehetiink észre a T. brumale és azok haplotipus mintazataiban. Igy példaul a tolgyek
(Quercus spp.) és a kozonséges mogyord (Corylus avellana) esetén Franciaorszagban egy
haplotipus tulsulyat mutattdk ki, ami az Ibériai félszigetrdl illetve egy dél-franciaorszagi
refugiumbol vald rekolonizaciora utalhat (Petit et al. 2002ab; Palmé & Vendramin 2002). Ezzel
szemben a bikk- (Fagus spp.) és a gyertyan- (Carpinus spp.) fajok esetén, ugyan léteztek
refugiumok az Ibériai-félszigeten is, viszont Europa Ujra kolonizacioja foleg az italiai félszigetrdl,
valamint a balkan régiobol torténhetett (Taberlet et al. 1998; Grivet & Petit et al. 2003; Magri,
2008). Az I. haplocsoport két refugiumi eredetének (Italiai- és Ibériai-félsziget) ellent mond az,
hogy nagyobb diverzitast kellene mutatnia, a kiillonbozé leszarmazési vonalak keveredése miatt

(Petit et al. 2003), valamint a haplotipus hal6ézata nem rendelkezhetne csillagstruktaraval.

A 1II. haplocsoport nukleotid €s haplotipus varianciajaban, valamint a haplotipus halo
struktirajaban is diverzebb. Ez, valamint jelenlegi elterjedési teriilete, Balkani refugiumara enged
kovetkeztetni. A Balkan-félszigeten eléforduld tobb refugium, valamint az ezekbdl valo
ujrakolonizacids utvonalak komplexitasa miatt, sokkal nagyobb diverzitas alakulhatott ki és
maradhatott fent, mint a nyugat-eurdpai populaciokban (Petit et al. 2003; Magri, 2008;
Hatziskakis et al. 2009). A Fekete-tengertdl délre is szamos refugium lehetett, melynek jelenlétét

az Iranbdl eldkeriilo egyedi haplotipus is alatamaszthatja.

A B kladot, tehat a masik filogenetikai fajt, a nagyszamu minta ellenére, csak a Karpat-
medence teriiletér6l sikeriilt kimutatni. A faj jelenleg megismert elterjedési teriiletén kiviil
nyugatra szamos, mig dél-keletre is jelentds szami mintaval (20 db) rendelkeziink, melyek mind
az A fajhoz tartoznak. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a B faj csak a Karpat-medence
tertiletén fordul eld, ezaltal egy karpat-pannon endemizmust képviselve. A B faj alacsony
haplotipus és nukleotid diverzitasa, valamint kapat-pannon endemizmusa, erds palacknyak
effektusra utal; habar a Tajima’s D, Fu’s Fs, Fu & Li’s D*, és Li’s F*-tesztek eredményei nem
tdmogatjak ezt a feltételezést. Mindazondltal a B klad az utolsé jégkorszakot egy Karpat-
medencei refugiumban is atvészelhette, amely 1étezése tobb fafaj vizsgalata soran is felvetodott

mar (Bordacs et al. 2002; Petit et al. 2003; Magri 2008). A fentiekbdl latszik, hogy a Karpat-
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medence, valamint a balkani régié nem csak novények és allatok esetén, hanem nagygombak és
azon beliil pedig a Tuber nemzetség esetén is egy diverzitasi hotspotnak szamit (Marjanovic et al.
2010; Sica et al. 2007). Ennek koszonhetéen, Eurdpa kevéssé kutatott teriiletei még tobb, akar

endemikus Tuber-fajt is tartogathatnak a kutatok szamara.

crcr

(2002) is alkalmaztak a 7. brumale gyors azonositasara, ugyanakkor ez az enzim csak az A klad
I. és IL. haplotipus csoportjai kozott képes kiillonbséget tenni. Ezzel szemben az itt alkalmazott
MBol enzimmel az A és B kladok elkiilonitésére is lehetséges. Az RFLP modszer segitségével
olcsobban és gyorsabban lehet ,hatarozni” egy-egy teriileten eléforduld 7. brumale mintakat, ami
hozzéjarulhatna a még fehér foltot képz6 Kozel-Kelet, Ukrajna, Oroszorszag €s Spanyolorszag

T. brumale aggr. populacidinak feltérképezéséhez.

Néhany korabbi munka a 7. brumale és T. moschatum, mint kiilon fajok létezését
hangsulyozza (lasd Riousset et al. 2001). Ezzel ellentétben, sem a mi molekularis filogenetikai
eredményeink, sem Gandeboeuf er al. (1994, 1997) korabbi eredményei nem tamasztjak ala e
kiilonbségtétel 1étjogosultsdgat. Fontos kiemelni, hogy mind a 7. brumale, mind a T. moschatum
(vagy T. brumale var. moschatum) leirasa Nyugat Eurdopaban tortént, ahol az eredményeink
alapjan a T. brumale s. 1. genetikailag homogén (I. haplocsoport). Igy valésziniitlen, hogy a
T. moschatumot elvéalaszto feltételezett morfoldgiai kiilonbség speciacios folyamat eredménye
lenne. Korabbi munkak (pl. Montecchi & Sarasini 2000; Ceruti ef al. 2003) nem ismerték fel, igy
nem is mutattak morfoldgiai kiilonbségeket a T. brumale A és B kladja kozott, annak ellenére,
hogy mar vizsgalhattak anyagokat olyan helyekrdl, ahol a két faj aredja atfed. Ezaltal a
T. brumale aggr.-t kriptikus fajkomplexnek lehetne tekinteni, mely feltétele, hogy olyan
filogenetikailag elkiiloniilt fajok legyenek, melyeket korabban egy névvel illettek, morfologiai
kiilonbségek hianya miatt (Bickford ez al. 2007).

Kozel szaz genotipizalt 7. brumale aggr. mintan végzett részletes morfologiai mérést
végeztiink a filogenetikai fajok kriptikus voltanak tisztazasa végett. Az eldzetes kis mintaszamon
¢s kevés karakterrel tortént mérések tovabb erdsitették a kriptikus faj elképzelést. Tovabbi,
kibdvitett protokollal a 19 morfologiai karakter koziil talaltunk néhanyat, melyek tendenciat
mutattak a két faj elkiiloniilésében. Ugyanakkor a legjobb elvalasztast mutaté karakterrel is a
mintaknak minddssze 71%-a lett volna elkiilonithetd. Ezért tobbvaltozos matematikai elkiilonitést

alkalmaztunk, amiben tobb, egyenként atfedést mutatd karakter segitségével 1étrehozhatd olyan
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szarmaztatott karakter amely mar nem, vagy csak minimalis atfedést mutat a fajok kozott.
Esetiinkben a csak morfologiai karaktereket felhasznalé modellel a mintak kevesebb, mint 5%-a
hatarozédott félre, amely egy része akar atipusos példanyokkal is magyarazhato. Ugyanez a
modell az A fajon beliili két haplocsoportot minddssze 66,7%-osan tudna elkiiloniteni, jelezve
azt, hogy itt nincs valos tendencia a morfologiai karakterek elvalasaban, igy valdban csak fajon
beliili két haplocsoportrol lehet sz6. Fontos megjegyezni, hogy ekkora mintaszam mellett nem
varhat6 az osztalyozasi hatékonysag jelentds romlasa. A meghatarozott egyenletbdl kiszamolhatd
diszkriminancia érték (D) gy hasznalhat6, mint egy folytonos, szarmaztatott karakter, ami
mintanként kiszdmolhatd, és jelzi, hogy az adott minta mennyire hiz A vagy B fajhoz.
Verbruggen et al. (2005b) lehetdségként emliti a LDA alapt hatarozast, mivel ilyen esetekben a
valészinliségi faj besorolas hatékonyabb és megbizhatobb lenne, mint egy diszkrét kimeneteli
hatarozokulcs. A gyors és sokak szamara elérhetd morfologiai hatarozast az LDA diszkriminald
fliggvénye lehetdvé teszi a mintdk dontd tobbségénél. Amennyiben fontos, a kétes anyagok (a
hatarhoz kozeli D értékek) hiba nélkiili meghatarozasa (pl. 6koldgiai kutatashoz) a korabban
emlitett gyors és olcso ITS RFLP-vel lehetséges.

A talajvaltozok alapjan, a két faj kozott Okoldgiai differenciacio is kimutathato.
Onmagaban, csak a szignifikdns eltérést mutaté talaj valtozokbol késziilt LDA elemzéssel is a
mintak tobb, mint Y4-e szétvalogathaté volt. Ugyanakkor, a hatékony morfoldgiai valtozokkal
(6nmagukban 94%) kiegészitett LDA modellel tudtuk elémi a legjobb hatékonysagot, ahol a
program a mintak besorolasanak minddssze 2,8%-at tévesztette csak el. Ez jo példa arra, hogy
pszeudokriptikus, egymashoz kozeli fajok esetén az integrativ taxondmia, tobbvaltozos
modszerekkel kombinalva, hatékonyabb faj elvalasztast tehet lehetévé, mint kiilon-kiilon

alkalmazva a morfoldgiai, 6kologiai modszereket.

Csakugy, mint a legtobb epigeikus nagygomba nemzetségnél, a Tubereknél is a
leggyakrabban vizsgalt identifikalo karakter a sporak mérete, alakja, diszitettsége (Riousset et al.
2001; Ceruti et al. 2003). Ezzel szemben, a T. brumale aggr. fajok elvalasztasaban ugy tiinik a
sporaknak nincs nagy szerepiik, mindossze az aszkuszonkénti spéraszam eloszlasnal sikeriilt
kiilonbségeket talalnunk. Sokkal hatékonyabb elvalaszto karakternek bizonyultak a peridiummal,
pikkelyekkel kapcsolatos bélyegek, melynek oka taldan a fold alatti élettérrel Ilehet

Osszefliggésben. Néhany mas Tuber faj esetén is tapasztalhato, hogy a peridiummal kapcsolatos
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jellegek fontosak a fajok elkiilonitésében (Chen et al. 2005; Chen & Liu 2007; Bonito et al.
2010b, Halasz et al. 2005).

A Melanosporum-fajcsoport legtobb faja, igy a téli szarvasgomba is nevének megfelelden
télen, novembert6l marciusig terem (Riousset et al. 2001). A tobbi szarvasgomba fajtdl eltérd
termdido niche szeparacid lehet, mely evolicids eldnyt jelenthet a terjedésben. Azonban a T.
brumale aggr. két faja kozott termésidében nem mutathatd ki kiilonbség. A T. melanosporumhoz
hasonléan (Lawrynowicz, 1992), a téli termésidotol fiiggetleniil a 7. brumale aggr. is inkabb a
déli orszagokban gyakoribb, mint az északiakban, melyet a prediktalt area rekonstrukcié is
megerdsit. A B faj potencialis areaja erdsen atfed az A faj areajaval, annak ellenére, hogy eddig
azt csak a Karpat-medencén beliil sikeriilt kimutatni. Erre alapozva a B faj elterjedési mintazata
inkabb a negyediddszakban zajld torténeti eseményekre vezethetd vissza, mint a masik fajtol

eltérdé kornyezeti igényeire.

6.5 Molekularis filogenetikai modszerek hatasa a fold alatti gombak kutatasara

Az él6lények leszarmazasi, rokonsagi kapcsolatainak feltarasaban az orokitdanyaguk
valtozasanak vizsgalata rendkiviili mértékben irta 4t a korabbi morfoldgiai jellegeken alapulod
osztalyozasukat. Az 1j, kiilonbozé fajkoncepciok miatti egyik legnagyobb mértékii fajszam
gyarapodast a gombak korében lehetett tapasztalni (Agapow et al. 2004). A moddszertani fejlodés
miatti fajhatarok megvaltozasa nem csak Onmagaban a fajok osztalyozasat, vagy rokonsagi
kapcsolatait irja at, hanem nagy valtozasokat idéz eld azok elterjedési €s 6kologiai megitélésében
is. A kovetkezo két fejezet a foldalatti gombaknal tapasztaltak tiikkrében mutatja be a molekularis
filogenetika és a klasszikus morfoldgiai fajleiras egyes ellentmondasait, valamint ezek hatasat a

fajok elterjedési €s dkologiai megitélésére.

6.5.1 Morfologiai alapu osztalyozas valtozasa

A kiilonbozo faj észlelések koziil a filogenetikai jel altal a PSR, amely talan a
leghamarabb ¢szlelhetd (Taylor et al. 2000), szemben a tényleges reproduktiv izolacidval, vagy a
morfologiai/okologiai kiilonbségekkel. Mindez oda vezet, hogy egy fajképzddési folyamatban -
mely igen hosszu folyamat is lehet - idoben egymashoz képest elcstisznak a fajészlelések,
aszerint hogy melyik mikortol képes elkiiloniteni a fajokat. Természetesen a filogenetikai jelet

hordozd egy-egy allél fixalodasa akar tobb millid generdcion keresztiil is eltarthat, a faj
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generacios idejétol, populacid méretétol (stb.) fliggéen (Mallet & Willmot 2003). Ugyanigy a
morfologiai valtozasok sem sziikségképpen jelentkeznek, ha pl. morfologiai pangas all fenn
(morphological stasis) stabilizald szelekcié miatt (Bickford ef al. 2007). Igy sok esetben, amikor
molekuléris filogenetikai modszerekkel mar bizonyithaté a két leszdrmazasi vonal elvélésa,
kozottik morfologiai  kiilonbségek még nem tehetéek (1. éabra), ami kriptikus fajként
kezelésliikhoz vezet. Ha részletes vizsgalodas révén mégis sikeriil fenotipusos kiilonbséget tenni

kozottiik, mar pszeudokriptikus fajként kezelenddek (Séez et al. 2003).

A T. brumale A ¢és B faj mintai el6zetes morfologiai vizsgalatok alapjan, altalanosan
hasznalt karakterek ¢és kozepes mintaszam (kb. 10-15 minta / faj) mellett nem mutattak
elkiilontilést, amely alapjan a fajaggrregatum tagjait kriptikus fajoknak gondolhattuk volna. A
szimulaciok alapjan, kis mintaszam mellett (3-8 minta) nem elhanyagolhato esély (1-42%) lett
volna olyan karaktert talalni, amely atfedésmentes elkiiloniilést mutat az A és B faj mintai kozott,
am ez teljesen hibas fajleirdshoz vezetett volna. Joval tobb minta és karakter bevonasaval
statisztikai értelemben szignifikansan elvalo, de minden esetben atfedést mutatd folytonos
karaktereket talaltunk. Tobb atfedd karakter felhasznalasaval, linearis diszkriminancia elemzést
elvégezve, olyan diszkriminalé fiiggvényt kaptunk, mellyel a mintdk 95%-a mar helyesen
besorolhato lett. Talajtani valtozokkal egyiitt akar 2,8%-ig is lecsokkenthetd az LDA-alapu
fajhatarozés hibazasa. Ezen eredmények alapjan a 7. brumale aggr. fajai pszeudokriptikusnak
tekinthetéek, melyeket az integrativ taxondmia moédszerével sikeriilt egymastol elkiiloniteni. A
fajokon beliili nagy mintaszdmnak kdszonhetéen megbizhatunk a kapott eredményekben, és a
szimulaciokkal vizsgalhatova valt a kiilonb6zo karakterek viselkedése. A mintaszam fliggd
valtozasok azt jelzik, hogy kozelrokon fajok kozt meglévo atfedd karakterek esetén joval tobb

mérés sziikséges a valos karakter-tér felderitéséhez.

A kriptikus és pszeudokriptikus fajok leggyakrabban tengeri €l61ények korében fordulnak
elo, elsésorban egy vagy tobbsejtii algak, kovamoszatok, szivacsok, rakok csoportjaiban (lasd:
Bickford et al. 2007; Séaez et al. 2003; Cornils & Held 2014). Emellett terresztris fajok koziil is
sz&ép szamban keriilnek el morfologiailag hasonlo, de elkiiloniilt fajok, mint példaul békak,
rovarok, mohak ¢és zazmok korébol (Shaw, 2001; Bickford et al. 2007; Molina et al. 2011,
Szurdoki et al. 2014). A nagygombak koziil is mar szamos kriptikus faj jelenlétét mutattak ki
(Geml et al. 2006; Bonuso ef al. 2009; Van de Putte ef al. 2010; Li et al. 2010; Chen et al. 2011;
Stielow ef al. 2011; Sheedy et al. 2013; Urban et al. 2013). A felsorolas alapjan is kitlinik, hogy
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leggyakrabban karakterszegény, egyszerii felépitésii taxonok kozott fedeznek fel nagyfoku
kriptikus/pszeudokriptikus specializaciot (Medina et al. 2012). A gombakra altalanosan jellemzd
karakterszegénység, a fold alatti fajoknal még kifejezettebb (Reynolds, 2011), amely
nagymértékben novelheti a kriptikus fajok eldkeriilésének valosziniiségét. Sok esetben, mint a
T. brumale aggr. vizsgalata soran is bebizonyosodott, hogy a “nemrég” elvalt, kozelrokon fajok
esetében a (kvalitativ) diszkrét morfologiai karakterek nem hasznalhatéak, hanem csak
kvantitativ, folytonos karakterekben lehet bizni (Verbruggen, 2005c), melyek joval
problematikusabbak (Hendrixson & Bond 2009) lehetnek. A folytonos morfologiai karakterek,
mint szamos genetikai additiv és a kornyezeti hatas ereddjeként létrejovo jellegek, eredendéen
nagyobb valtozatossagot, és a fenotipusos plaszticitds megnyilvanulasanak lehet6ségét hordozzak
magukban. Gondoljunk csak a 7. moschatum faj leirasara, mely a T. brumale s. 1. A/l kladjan
beliili nagy morfolégiai variabilitdas eredménye, vagy a Rufum-fajcsoportban a szamos
morfologiai alapon leirt valtozatra. Sajat eredményeink mellett, szamos munka igazolja az
alabecsiilt morfoldgiai plaszticitas jelentdségét a kozel rokon fajok kozti folytonos karakterek
atfedésében (Verbruggen et al. 2005ab; Chen et al. 2011, Szurdoki et al. 2014). Mindebbdl ugy
tlinik, hogy diszkrét, jol lathatd karakterekkel sok esetben csak fajkomplexek szintjéig lehetett
hataroz6 kulcsokat késziteni, a valds, mar elszeparalodott kozelrokon fajok szintjén mar csak
folytonos, gyakran atfed6 karakter kombinaciokkal, az integrativ taxondmia segitségével lehet a
fajhatarokat feloldani. A molekularis alapokon nyugvo, tobb folytonos karaktert, vagy akar
okologiai valtozot is integrald fajfelismerés fontossaga nem elhanyagolhato, elég, ha csak a
Tuber nemzetségen beliili kész vagy kezdeti filogenetikai munkdkra gondolunk: az Excavatum-
(Urban et al. 2013) Rufum-, Puberulum- (Bonuso et al. 2009) Gibbosum- (Bonito et al. 2010a)
fajcsoportokra, vagy a Melanosporum-kladon belill az 7. indicum (Chen et al. 2011) és
T. brumale (Merényi et al. 2014) fajaggregatumokra, melyekben szamos kriptikus vagy

pszeudokriptikus faj felfedezése tortént mar meg.

A molekularis filogenetikai és morfologiai vizsgalomodszerek kozt a kriptikus fajok
témakorén tulmutato ellentétek is athidalasra varnak még. A problémat az okozza, hogy még
manapsag is rengeteg fajt irnak le pusztan morfologiai bélyegek alapjan (Hibbet et al 2011),
ugyanakkor egyre tobb az olyan megbizhatd filogenetikai munka, mely nem foglalkozik a
fenotipusos jellegek vizsgalataval, mivel a morfologiai bélyegek vizsgalata egyre inkabb

alabecsiilt, rdadasul a nagyszdmu mintavétel sokszor nehéz (folytonos karakterek, id6, munkaerd)
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vagy lehetetlen (Carstens et al. 2013). A kozelrokon fajok kozott meglévd kevés, sokszor
folytonos, részben atfedd karakterekkel torténé munka még inkdbb neheziti a morfologiai
vizsgalatokat, ezaltal azok elhanyagolasat erdsiti. Ennek kovetkeztében a kozelrokon fajokat
indokolatlanul  kriptikus fajként kezelik, vagy kevés minta alapjan hasznalhatatlan
hatarozokulcsokat készitenek rajuk. Példaul a Rufum-fajcsoport megbizhato morfologiai
revididlasahoz vilagszerte, leszarmazasi vonalanként elgendd szamu mintat vizsgalva, tobb
szazas nagysagrendll vizsgalati anyagra lenne sziikség. Ezeket a vizsgalando karakterekkel (10-
20) felszorozva, tobb ezer-tizezer mérést kellene végrehajtani, melynek elvégzése hatalmas
munkat igényelne. Ugyanakkor a Rufum-fajcsoportbdl tizenhdrom leszarmazési vonalat csak
mikorrhizabol sikeriilt kimutatni (Bonito et al 2010b), melyek morfologiai vizsgalatara,
egyelore, gondolni sem lehet. Ugyanez a helyzet a rohamosan ndvekvo kornyezeti mintavételbol
szarmazo szekvencia tomeggel, amelybdl szamos filotipus elkiilonitésére, akar leirasara lenne
lehetdség, pusztan DNS alapon (Hibbet et al. 2011). Amig a morfologiai fajlehatarolas és a
megbizhatobb molekularis filogenetikai munkdk nem osztoznak moddszereiken, vagy nem lesz
elfogadott a csupan molekularis adatokon alapuld fajleiras, addig, habar egyre tobb lesz a
molekularis modszerekkel felismert j filogenetikai faj, aranyaiban egyre kevesebb a formalisan

leirt faj (Hutsemékers et al. 2012, Oliver & Lee 2010).

6.5.2 Okoldgiai, elterjedési eredmények valtozasa

A faj hatarok megvaltozasa, példaul a korabban egy fajnak tarott mintak tobb fajra
fragmentalddasa, a fajrol alkotott okologiai igényeket is atirhatja. Ezt lehetett megfigyelni a
T. regianum példajan is, mely az eddigi adatok alapjan szamos fafaj alatt megtalalhaté volt, mig
most minden esetben a Fagus sylvatica jelenik meg az élohelyen (tobbszor kizarolag csak az),
ezaltal felmeriil a faj gazdanovény specifitdsa. Ugyancsak a hegységi T. regianum esetén tint
ugy, hogy a faj eléfordulasa egyre alacsonyabb térszinekre tolédik. A mintak faji besorolasanak
tisztazasaval bebizonyosodott, hogy az alacsonyabb teriiletekr6l elokeriildé mintak egy masik
hasonlé morfolégiaval rendelkezé fajhoz tartoznak (7. sp. nov.). A T. brumale aggr. talaj-
valtozoit vizsgalva, a két pszeudokriptikus faja kozott egyes valtozokra (Cu, K,O stb.) nézve
statisztikailag szignifikans kiilonbség mutathatd ki. Szintén ennek tudhatd be a filogenetikailag
valtozatos Rufum-fajcsoport egyes élohely preferencia vizsgalatokban kapott tag tirése (Merényi

et al. 2010b).
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A mikrobak korében elhiresiilt ,,minden mindenhol, de a kornyezet szelektal”
(,,Everything is everywhere, but, the environment selects”; Bass-Becking, 1934; De Wit &
Bouvier 2006 alapjan) nézet a gombak korében is sokaig érvényesnek tlint. A gombak
kozmopolita voltanak hipotézise, szintén a DNS alapu filogeografia szolgaltatta eredményeknek
koszonhetéen megddlni latszik, ugyanis kideriilt, hogy a kiilonb6z6 teriileteken megtalalt
morfoldgiailag ugyanahhoz a fajhoz sorolt mintak tobb kiilonb6zd fajhoz tartoznak (Lumbsch et
al. 2008). A foldalatti gombak vizsgalata soran kapott eredmények joval diverzebb elterjedési
mintdzatot és populacid struktirat mutatnak, mint korabban gondoltuk (pl. Rubini et al. 2005;
Sica et al. 2007; Garcia-Cunchillos et al. 2014). Ezt tapasztaltuk sajat vizsgdlataink soran is, igy
példaul a Rufum-fajcsoport tobb tucat leszarmazasi vonalabol csak 6-8-at lehetett kimutatni a
magyar anyagok kozott. Ugyanigy a kilenc Eurdpabol leirt tudomany szamara uj Genea faj koziil
eddig minddssze harom jelenlétét sikeriilt bizonyitani hazankban. A ritkasaguk ellenére is gy
tinik, hogy a Regianum-fajcsoport mintai széleskorben elterjedtek Dél-Eurdpaban
Spanyolorszagtél Romanidig, de a korabbi publikacidkkal ellentétben a harom fajbol
Spanyolorszagban eddig csak a 7. regianum Xkeriilt el6, mig Romanidban csak az nem.
A legrészletesebb eredményeket a 7. brumale aggr. vizsgalataval kaptuk, ahol a T. brumale s. s.
mellett egy Karpat-medencére endemikus, 01j filogenetikai testvérfajt sikeriilt kimutatni. A két
T. brumale faj potencialis areaja joval nagyobb mértékben atfedne, mint azt a valdsagban ki
lehetett mutatni. Emellett a 7. brumale A kladon beliili két, nagymértékben elkiiloniilé haplotipus
csoportot sikeriilt taldlnunk, melyek kelet-nyugat irdnyu szeparacidt mutatnak, egy vékony
atfedd, hatdrzondval, mely szintén a Karpat-medencében huzdodik. Vagyis akar a fajok kozotti
elterjedési mintazatot, akar egy fajon beliili populacio-szerkezetet vizsgalunk, az nagyobb teriileti
tagoltsagot mutat, mint azt korabban gondoltuk, aminek elsOsorban természetvédelmi, ¢€s
konzervaciobiologiai vonatkozasai lehetnek. Az egyébként is ritka, 7. regianumnak hatarozott
mintak harom fajba sorolédtak méginkabb ,,megritkitva” annak eléforduldsi adatait. Ezen kiviil,
az ) endemikus fajok felfedezése, mint a jelen munkaban taldlhatdé Karpat-medencei 7. brumale
testvérfaj (B klad), is fontos egy-egy teriilet természetvédelmi megitélése szempontjabol.
A biodiverzitds megismerése, ¢s megdrzése érdekében a morfoldgiailag nehezen elkiilonithetd
fajok ismerete is elengedhetetlen, melyre a foldalatti gombdk korében is bdven taldlhatunk

példakat.
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7. Osszefoglalas

Az ehetd ektomikorrhiza-képzé gombdk, azon beliill a szarvasgombak Okologiai és
gazdasagi jelentOsége megkérddjelezhetetlen. Ennek ellenére még nagyon keveset tudunk e fajok
okologiajarol, melynek kutatisahoz elengedhetetlen a valds fajhatarok ismerete. Ebben nagy
valtozdsokat okoz a hipogedk korében is jelentkezd, kriptikus és pszeudokriptikus fajok
problémakdorével terhelt taxonomiai revizios hullam, melyhez tobb, jelen dolgozatban ismertetett

kutatassal jarultunk hozza.

Elsoként az EMSZE hipogea gyiijtemény adatait adatbazisba rendeztiik, mely lehetoséget
nyujtott a Karpat-medencei hipogeak molekularis taxonomiai vizsgalatainak megkezdéséhez, s
egyben 0kologiai igényeik ¢€s elterjedésiik értékeléséhez. Tovabbi gyiijtési munkaval sikeriilt egy-
egy teriiletre nézve 0j fajokat kimutatni (Tuber foetidum, Gymnomyces sp.) vagy védett faj adatait
megtobbszorozni (Elaphomyces persoonii). Emellett a Tuber nemzetség egy 0j fajcsoportjat
sikeriilt kimutatni, melyben a két rendkiviil ritka faj mellett (7. regianum, T. bernardinii) egy
harmadik meglétét és morfologiai elvalaszthatdsagat is bizonyitottuk. A molekularis taxonomiai
reviziot igénylo taxonok koziil a Genea nemzetségben harom 1j faj leirasahoz jarultunk hozza.
Emellett kimutattuk hogy a Rufum-fajcsoport 21-33 potencialis faja kozil 6-8 a Karpat-
medencében is el6fordul. Adatelemzéseink alapjan megallapithat6, hogy napjainkra a 7. brumale
adatgyakorisaga nott legnagyobb mértékben, melynek oka, gyijtés modszertani valtozasokkal
inkdbb magyardzhatdo, mint biologiai invaziéval. Tobb lokuszon alapuld filogenetikai
vizsgalatokkal sikeriilt a 7. brumale s. s. faj mellett egy 17,9 millio éve elvalt, Karpat-medencére
nézve endemikus, pszeudokriptikus testvérfajt kimutatnunk. Ezen fajok morfologiai karaktereit
vizsgalva megallapithat, hogy a pszeudokriptikus fajok kozt sokszor csak folytonos, gyakran
atfedé karakterek taldlhatdéak, melyeket csak kombindlva hasznalhatunk fel a fajok
lehatarolasahoz. A T. brumale s. s. fajon beliil két ITS haplocsoport meglétét bizonyitottuk,
melyek Kelet-Nyugati szeparaltsaga eltéro jégkorszakbeli refugiumukra utal.

A dolgozatban bemutatott szdmos uj hipogea adat vagy molekuldris taxondmiai
modszerekkel feldolgozott fajcsoport, és azok okologiai vizsgalata a hipogeak mikotéka alapu
okologiai kutatasanak eredményességére hivjak fel a figyelmet. Emellett ravilagitanak a
széleskori mintazason alapuld, molekularis filogenetikai elemzésekkel alatimasztott, de alapos

morfologiai méréseket és 0kologiai valtozokat is 6tvozo integrativ taxonomia jelentoségére.
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8. Summary

The ecological and economical importance of edible ectomycorrhizal mushrooms,
especially truffles is undoubted. Nonetheless, our knowledge about the ecology of these
hypogeous species is incomplete. To study these ectomycorrhizal fungi, the precise separation of
species is essential. New trends in the taxonomy of the cryptic and pseudocryptic fungi leads to
the revision of the classification of the hypogeous fungi. This work supports these taxonomic

revisions by several studies on different groups of hypogeous fungi.

First, we created a database from the data of The First Hungarian Truffle Society’s
collection, which provided plenty of materials for the molecular taxonomic works and for the
evaluation of the ecological requirements and the distributions of species in the Carpatian Basin.
Furthermore, we discovered new species for some area (Tuber foetidum, Gymnomyces sp.), and
multiplied ecological and distributional data of a protected species (Elaphomyces persoonii). A
new species group in genus Tuber was also proposed, where the existence and separability of a
third rare species was proved beside the other two (7. regianum, T. bernardinii). We also
contributed to the description of three new Genea species. In addition, the occurrance of 6-8
species from the 21-33 putative species of the Rufum group were shown in the Carpathian Basin.
According to our data analysis, the occurrence frequency of 7. brumale has increased the most in
the last century, the reason of which is rather connected with the changed collection
methodology, than a biological invasion. Based on multi-loci phylogenetic investigation, a new
pseudocryptic endemic species was discovered for the Carpathian Basin, which diverged from its
sister species 7. brumale s. s. about 17.9 Mya. Based on the investigation of morphological
characters, the pseudocryptic species characters are often continuous and overlapped between
species, thus species delimitations are only possible by using a character combination. In 7.
brumale s. s., two main ITS haplogroups were distinguished indicating an East-West
distributional separation between the related haplogroups. It also suggests that they survived the

last glacial period in separate refugia.

New records, molecular taxonomic analysis of several species groups and ecological
investigations indicates the importance of mycotheca-based ecological research of hypogeous
fungi. Nevertheless, these results highlights the relevance of integrative taxonomy which
combines accurate, detailed morphological measurements and ecological analysis based on

molecular phylogenetic methods.
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1. melléklet: A talajvaltozok kozotti korrelacio.

egyiitthato lett feltiintetve.

11. Mellékletek

Az egyes celladkban a a pearson féle korrelacios

R3

PHKCL CACO3 NO3NO2N K20 P205 MG MN NA. CU ZN

CACO3 0,545
NO3NO2N | -0,191 0,103

K20 0,171 -0,144 -0,274

P205 0,24 -0,034 -0,191 0,328

MG -0434  -0,182 0,054 -0,022 0,024

MN -0,279  -0,398 -0,167 0,451 -0,015 0,11

NA. -0,199  -0,091 -0,242 -0,268 -0,035 0,34 -0,155

CU -0,301 -0,23 0,425 -0,348 -0,222 0,283 -0,233 0,254

ZN 0,055 -0,199 0,021 0,631 0,164 0,125 0,404 -0,261 0,038

SO4S -0,247  -0,225 -0,184 0,206 0,151 0,642 0254 0468 0,012 0314

2. melléklet: Példak az egyes spora eloszlasbol szarmaztatott karakterek kozotti erds korrelaciora.
Az r érték a pearson féle korrelacios egyiitthatd, mig a p ért€k az erre vonatkozo statisztikat jeloli.
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3. melléklet Az adatbazisban szerepld, aszkuszos és bazidiumos hipogea nemzetségek molekularis
taxondmiai feldolgozottsaga. Alul a valodi szarvasgombak fajcsoport szintli bontasban lettek részletezve. A
GenBank szekvencia: az 6sszes GenBank-on keresztiil elérhetd szekvencia a nemzetség nevével keresve. Az
GenBank "ITS": a cimben 5.8S, ITS1, ITS2, ITS, internal szavakra keresés eredményei. A hipogea

crer

nagyobb mennyiségii hazai, adatbazisbol szarmazo anyag. Zarojelben a publikacioban nem szerepld, de
szekvenalt mennyiség szerepel. A Referencidk oszlopban csak azok a publikaciok szerepelnek, melyek az
adott nemzetségre nézve a szekvenciak legnagyobb részét feltdltotték.

Nemzetség a];;??;?;éa;ela SS:I?\ZiT].{a Gf?fsa,?k ad;f;gi?;)él Hazai vizsgalat Referencia
adatbazisban szarmazok

Sclerogaster 15 22 0 publikalatlan
Gastrosporium 7 2 1 elkezdddott
Stephensia 82 10 1
Arcangeliella 11 21 14 elkezd6dott
Balsamia 77 22 10 Bonito ef al. 2013
Elaphomyces 288 39 27 Reynolds, 2011
Zelleromyces 10 16 12 elkezd6dott
Elasmomyces 15 0 0
Gautieria 59 125 72 51 States et al. in prep.
Choiromyces 91 44 21 Bonito et al. 2013
Genea 282 154 71 30 jelen munka Alvarado et al. 2014
Hydnotrya 30 68 58 Stielow et al. 2010
Hymenogaster 487 232 221 68(32) Stielow et al. 2011
Hysterangium 54 339 33 (19) Hosaka et al. 2008
Leucogaster 2 18 17 publikalatlan
Melanogaster 204 59 45 22 elkezd6dott Halasz, 2008
Octavianina 41 160 54 Orihara et al. 2012
Wakefieldia 2 1 1
Rhizopogon 60 1052 784 Grubisha et al. 2002
Phlyctospora 17 0 0
Hydnobolites 21 53 39 Healy et al. 2013
Mattirolomyces 46 34 21 5 Kovacs & Trappe 2014
Pachyphloeus 99 11 9 68 elkezd6dott Benjamin Stielow
Tuber 2487 4498 2118
Puberulum 108 12(30) folytatodik Halasz et al. 2005
Maculatum 101 18(35) folytatodik Halasz et al. 2005
Macrosporum 150 32 elkezd8dott
Excavatum 512 36 elkezd6dstt  Urban et al. 2013
Acstivum 86 ¢ eral 2013 Sics ot al 2007
Melanosporum 369 106 jelen munka S}?%fﬁal 2011; Merényi et
Regianum 9 9 jelen munka
Rufum 506 (78) elkezd8ddtt  Bonito er al. 2010
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89 i 4. Melléklet: A Rufum-fajcsoportrol késziilt ITS alapa ML filogenetikai
—<qesea % fak. A bal oldali fa a MAFFT, mig a jobb oldali a PRANK illesztéssel
késziilt adatsoron alapul. Az elagazasokban feltiintetett szamok a 70%-nal
nagyobb ML bootstrap értéket jelolik. A ,,Tr’-el kodolt rufum
szekvenciak azonositoit, és az egyenként nem megjelenitett mintakat is az
5. melléklet tartalmazza. Osszevont (collapsed) megjelenitést csak akkor
alkalmaztunk ha az adott klad minden tagja ugyanabba a csoportba keriilt,
az 0sszes osztalyozassal. A szdmok az egyes csoportositasokat jelolik
balrol jobbra a legnagyobbtdl a legkisebb szamu csoportot létrehozd
i osztalyozasig, melyet a szinezés is kovet a konnyebb atlathatosag
_-_ érdekében. Mindkét esetben a ,, Te” kodok az Excavatum-fajcsoport beli
mintakat jelolik, melyek itt kiilcsoportként szolgaltak.
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5. Melléklet: A kiilonbdz6 elemzésekhez felhasznalt mintadk kodjainak feloldasa. A kod mellett, ha ismert
volt, a fajnév és a szekvencidk GenBank-os azonosité szama lathat6. Ha a szekvencia még nem érhet6 el
nemzetkdzi szekvencia adatbazisokban, akkor a herbariumi szama lett feltiintetve. A kod oszlopban 1évo
ITS LSU illetve PKC jelzések mind a 7. brumale aggr. filogenetikai, és MC elemzéseiben hasznalt
mintakhoz tartoznak, melyeket nem szerepeltettiink az abrakon, vagy a Molekularis 6ra elemzéshez
hasznaltunk fel (csillaggal megjeldlve). Rovidités: uc: uncultured (ismeretlen eredetii, pl. kornyezeti
mintavételbdl szarmazo minta)

Herbariumi szam /

kod faj Accession number kod faj herb. / Accession szam
panl7 Tuber panniferum HM485380 Trl18 TR96-tr17
magl9 Tuber magnatum HM485374 Tr119 uc Tuber JX625378
mag53 Tuber magnatum JQ925646 Tr120 T. rufum f. lucidum FM205665
mag54 Tuber magnatum JQ925645 Trl121 T. rufum DQ329375
mas20 Tuber macrosporum HM485373 Tr122 T. melosporum IN392144
can63 Tuber sp75 ABS553356 Tr123 T. melosporum IN392145
can64 Tuber sp74 AB553344 Tr124 T. melosporum JX402095
cho33 Choiromyces alveolatus HM485332 Tr125 IMV20000618-1
exc23 Tuber fulgens HM485358 Tr126 IMV20040626
exc24 Tuber excavatum HM485355 Tr127 T. umbilicatum FJ797879
exc73 Tuber excavatum FJ748899 Tr128 T. umbilicatum FJ797880
gen21 Tuber lacunosum HM485361 Tr129 T. umbilicatum GU979031
gen22 Tuber gennadii HM485360 Tr130 uc Tuber FJ803953
gib37 Tuber oregonense FJ809878 Trl131 T. taiyuanense GU979033
gib38 Tuber oregonense FJ809874 Tr132 T. umbilicatum GU979032
gib39 Tuber gibbosum FJ809868 Trl133 uc Tuber GQ985432
gib40 Tuber gibbosum FJ809862 Tr134 uc Tuber HM105508
gib41 Tuber castellanoi FJ809860 Tr135 uc Tuber JQ318618
gib42 Tuber castellanoi FJ809859 Tr136 uc Tuber JF748109
gib43 Tuber bellisporum FJ809856 Tr137 T. rufum FN433158
gib44 Tuber bellisporum FJ809855 Tr138 T. rufum JQ288918
gib52 Tuber oregonense JQ925647 Tr139 T. rufum JQ288919
jap61 Tuber sp78 ABS553446 Tr140 T. rufum JQ288920
jap62 Tuber sp77 ABS553434 Tr141 T. malacodermum 1326BP

lab31 Reddellomyces sp5 HM485337 Tr142 T. rufum 7B2902

lab32 Reddellomyces sp2 HM485336 Trl143 T. nitidum ZB3575

lab56 Reddellomyces spl JQ925641 Tr144 T. nitidum 7B3323
macl0 Tuber sp47 HM485416 Tr145 T. rufum ZB1598

macl 1 Tuber miquihuanense HM485414 Tr146 T. nitidum ZB3356

v



macl2
macl3
mel7

mell 6
mel27
mel47
mel65
mel68
mel69
mel70
mel71
mel72
mull8
pub8

pub9

publ4
publ5
pub25
pub26
pub28
pub29
pub30
pub45
pub46
pub55

pub57
pub58

pub59

pub60
pub66
regl
reg2
spn3
spn4
ber5
ber6
ruf34
ruf35
ruf36
ruf48

Tuber mexiusanum
Tuber beyeleri

Tuber brumale

Tuber pseudoexcavatum
Tuber brumale

Tuber regimontanum
Tuber spl3

Tuber indicum A
Tuber indicum B
Tuber indicum A
Tuber melanosporum
Tuber indicum B
Tuber multimaculatum
Tuber borchii

Tuber sp70

Tuber sp38

Tuber sp33

Tuber dryophilum
Tuber californicum
Tuber borchii

Tuber anniae

Tuber anniae

Tuber sphaerosporum
Tuber sphaerosporum

Tuber dryophilum

EcM on Nothofagus
alpina

EcM on Salix
humboldtiana

EcM on Salix
humboldtiana

Tuber spl4

Tuber shearii

Tuber regianum A
Tuber regianum A
Tuber sp. nov. B
Tuber sp. nov. B
Tuber bernardinii C
Tuber bernardinii C
Tuber malacodermum
Tuber nitidum

Tuber spinoreticulatum
Tuber sp60

HM485411
HM485408
FJ748900
HM485381
HM485345
EU375838
GQ221451
FJ748908
FJ748907
FJ748906
FJ748904
FJ748902
HM485377
FJ809852
HM485429
HM485407
HM485402
HM485354
HM485346
HM485344
HM485339
HM485338
FJ809854
FJ809853
1Q925644

JQ925640
JQ925632

JQ925631

AB553464
GQ221450
M43
ZB3081
ZB4559
ZB4293
M23

M45
FJ809889
FJ809885
FJ809884
1Q925653

Tr147
Tr148
Tr149
Tr150
Trl51
Tr152
Tr153
Tr154
Tr156
Tr157
Tr158
Tr159
Tr160
Trl61
Tr162
Tr163
Trl164
Trl165
Tr166
Tr167
Tr168
Tr169
Tr170
Tr171
Tr172

Tr173

Tr174

Trl75

Tr176
Tr177
Trl178
Tr179
Tr180
Tr181
Tr182
Tr183
Tr184
Tr185
Tr186
Tr187

T. nitidum

T. nitidum

T. nitidum

T. rufum

T. quercicola

T. quercicola

uc Tuber

uc Tuber

uc Tuber

T. sp. 61 GB-2010
T. sp. 60 GB-2010
T. sp. 60 GB-2010
T. sp. 60

T. sp. 60

T. sp. 12 GB-2010
T. sp. 80

T. malacodermum

T. rufum

T. sp. NZT0302
uc Tuber
T. sp. 57
uc Tuber

T. rufum

uc Tuber
T. sp. 57 GB-2010

T. sp. 57 GB-2010
T. rufum

T. ferrugineum
T. rufum
T. rufum
T. rufum

T. rufum var. apiculatum

T. ferrugineum
T. rufum
uc Tuber
uc Tuber

uc Tuber

ZB3579
ZB3914
ZB3394
ZB1227
AY918957
IN022528
JQ393153
GQ221645
FJ748912
HM485424
HM485422
HM485423
1Q925653
1Q925652
GQ221452
JQ925651
FJ809889
FM205615
Z15/2
IMV20020202-3
AM900439
AY634169
71Q925650
GU990353
AY940646

FJ748909
HM485420

HM485421

ZB1644
ZB3358
ZB3184
ZB1650
ZB1383
ZI5perl
ZB3366
ZB3363
ZB1716
HM370453
HM370490
IX135044



ruf49
ruf50
ruf51
ruf67
M45
4293
4559
4749Truf
Iru
2br
3br
4br
Sbr
6br
Tbr
8br
9br
10br
11br
12br
13br
14br
15br
16br
17br
18br
19br
20br
21pse
22pse
23in
24in
25in
26in
27in
28in
29in
30ex
3lex
32bor
33bor

Tuber sp57
Tuber sp79
Tuber sp65
Tuber lyonii
T. bernardinii
T. sp. nov.

T. sp. nov.

T. rufum

T. rufum

T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. brumale
T. pseudoexcavatum
T. pseudoexcavatum
T. indicum

T. indicum

T. indicum

T. indicum

T. indicum

T. indicum

T. indicum

T. excavatum
T. excavatum
T. borchii

T. borchii

JQ925650
JQ925649
JQ925648
FJ748910
M45
ZB4293
ZB4559
ZB4749
DQ336336
KF581131
KF581110
KF581126
KF581121
KF581119
KF581117
DQ336324
DQ336323
KF581113
KF581129
KF581112
KF581111
KF581125
KF581124
KF581128
KF581130
KF581123
KF581115
KF581114
DQ336335
DQ336334
DQ336333
DQ336330
DQ336332
DQ336331
DQ336329
DQ336327
DQ336328
DQ336326
DQ336325
F1594273
F1594269

Tr188
Tr189
Tr190
Tr191
Tr192
Tr193
Tr194
Tr195
Tr196
Tr197
Tr198
Tr199
Tr200
Tr201
Tr202
Tr203
Tr204
Tr205
Tr206
Tr207
Tr208
Tr209
Tr210
Tr211
Tr212
Tr213
Tr214
Tr215
Tr216
T1217
Tr218
Tr219
Tr220
Tr221
Tr222
Tr223
Tr224
Tr225
Tr226
Tr227
Tr228

uc Tuber

uc Tuber

T. rufum

T. apiculatum

T. rufum

T. rufum

T. ferrugineum

T. rufum

T. rufum

T. rufum f. ferrugineum
T. rufum

T. rufum f. nitidum
T. rufum var. rufum
T. rufum var. rufum
T. rufum var. rufum
T. rufum f. lucidum
T. rufum f. rufum

T. rufum var. apiculatum

T. rufum
T. rufum

T. rufum

uc Tuber

T. rufum
T. rufum
T. rufum
T. rufum
T. rufum
T. rufum
T. rufum
T. rufum
T. rufum
uc Tuber
uc Tuber
T. rufum
T. rufum f. rufum
T. rufum
T. rufum

FJ846623
AY634153
7137
ZB3262
ZB3381
ZB1656
ZB2959
ZB3350
ZB3383
FM205608
FM205674
FM205609
FM205670
FN433163
FN433164
FN433168
FM205675
FM205673
FM205669
IMV20021012-1
ZB3279
ZB3280
TR88-tr25
EU784432
DQ355253
z125
ZB1219
ZB4291/2
ZB4298/2
ZB1222
ZB1898
ZB3261
ZB1381
ZB167
EF362475
GU327387
HM 146884
ZB1231
FM205672
FM205690
FM205682



34bor T. borchii F1594265 Tr229 uc Tuber HE687182

35bor T. borchii FJ594264 Tr230 T. rufum f. nitidum FM205610
36bor T. borchii F1594259 Tr231 T. rufum FM205611
37bor T. borchii FJ594258 Tr232 T. rufum JF926123
38bor T. borchii F1594257 Tr233 T. rufum AY112894
39bor T. borchii F1594256 Tr234 7ZB4316
40bor T. borchii FJ594255 Tr235 uc Tuber JX474855
41bor T. borchii FJ594254 Tr236 uc Tuber JX474853
42bor T. borchii FJ594253 Tr237 Ludvari
43bor T. borchii F1594252 Tr238 T. rufum EU784431
44bor T. borchii FJ594251 Tr239 T. rufum 7ZB226
45bor T. borchii FJ594250 Tr240 T. rufum f. ferrugineum  FN433160
46bor T. borchii FJ594276 Tr241 T. rufum var. apiculatum  FM205671
47bor T. borchii FJ594275 Tr242 uc Tuber GU327386
48bor T. borchii F1594274 Tr243 T. rufum ZB3572
49bor T. borchii F1594272 Tr244 T. rufum 7B3263
50bor T. borchii F1594271 Tr245 T. rufum ZB3080
51bor T. borchii F1594270 Tr246 karfiolos G9/186
52bor T. borchii FJ594268 Tr247 T. rufum ZB1717
53bor T. borchii F1594267 Tr248 T. rufum ZB3383per3
54bor T. borchii FJ594266 Tr249 uc Tuber FR852057
55bor T. borchii FJ594263 Tr250 uc Tuber GU327385
56bor T. borchii F1594262 Tr251 T. rufum ZB1081
57bor T. borchii FJ594261 Tr252 uc Tuberaceae HM370487
58bor T. borchii FJ594260 Tr253 T. sp. NWI1Tsp KJ524538
59bor T. borchii AJ245437 Tr254 T. rufum ZB3096
60aes T. aestivum DQ336322 Tr255 7ZB1224
61aes T. aestivum DQ336321 Tr256 T. rufum EF362473
62mag T. magnatum AJ245438 Tr257 T. rufum JF908745
DQ206863 Genea cazaresii DQ206863 Tr258 T. cf. rufum TG-2008 FM205612
ALV2497  Genea pseudobalsleyi ALV2497 Tr259 T. cf. rufum TG-2008 FM205613
ALV1382  Genea pinicola ALV1382 Tr260 T. rufum var. rufum FN433165
ALV2095 Genea vagans ALV2095 Tr261 T. rufum var. rufum FN433167
ALV986 Genea verrucosa ALV986 Tr262 T. rufum var. rufum FN433166
ALV0973  Genea compressa ALV0973 Tr263 T. rufum var. rufum FN433162
DQ220353 Humaria hemisphaerica DQ220353 Tr264 T. rufum f. ferrugineum  FM205676

Choiromyces

FJ809794 meandriformis FJ809794 Tr265 uc Tuber EF644166
ALV1806 Genea sphaerolobulata ALV1806 Tr266 uc Tuber HM370491
ALV1199  Genea hispidula ALV1199 Tr267 T. rufum ZB1676
DQ206864 Genabea cerebriformis DQ206864 Tr268 T. rufum ZB3180

VII



T13007
ALV1122
KC12279%4
ALV2093
FJ809843
ALV2414
DQ470948
ALV2419
ALV1121
ALV1810
AY261178
DQ206862
ALV2960
ALV1029
ALV1856
ALV1110
ALV2407
ALV1193
DQ220333
ALV1120
ALV2413
Trl

Tr2

Tr3

Tr4

Tr5

Tr6

Tr7

Tr8

Tr9

Trl0

Trll

Trl2

Trl3

Trl4

Trl5

Trl6

Trl7

Tr18

Tr19

Tr20

Genea gardneri
Genea arenaria
Helvella sp.
Genea fageti
Tuber aestivum
Genea brachyteca
Peziza vesiculosa
Genea harknessi
Genea brunneoocarpa
Genea thaxteroconfiisa
Orbilia delicatula
Gilkeya compacta
Genea tuberculata
Genea fragrans
Genea dentata
Genea pseudoverrucosa
Genea anthracina
Genea lespiaultii
Genea sp.

Genea mexicana
Genea balsleyi

T. sp. 3 KA-2010
T. sp. 3 KA-2010
T. sp. 3 KA-2010
T. sp. 3 KA-2010
T. sp. 3 KA-2010
T. sp. 3 KA-2010
T. sp. 3 KA-2010
uc Tuber

T. huidongense

T. huidongense

T. huidongense

T. huidongense

T. huidongense

T. formosanum

T. furfuraceum

T. furfuraceum

T. furfuraceum

T. huidongense

T. huidongense

T. huidongense

T13007
ALVI1122
KC122794
ALV2093
F1809843
ALV2414
DQ470948
ALV2419
ALVI1121
ALVI1810
AY261178
DQ206862
ALV2960
ALV1029
ALV1856
ALVII110
ALV2407
ALV1193
DQ220333
ALVI1120
ALV2413
ABS553369
ABS553376
ABS553370
ABS553377
ABS553375
ABS553371
ABS553372
AB873195
FI797877
FI797884
DQ486031
DQ486032
GU979035
EU380276
FJ176920
FJ859900
GU979034
FJ797881
FI797882
FI797883

Tr269
Tr270
Tr271
Tr272
Tr273
Tr274
Tr275
Tr276
T1277
Tr278
Tr279
Tr280
Tr281
Tr282
Tr283
Tr284
Tr285
Tr286
Tr287
Tr288
Tr289
Tr290
Tr291
T1292
Tr293
Tr294
Tr295
Tr296
Tr297
Tr298
Tr299
Tr300
Tr302
Tr303
Tr304
Tr305
Tr306
Tr307
Tr308
Tr309
Tr310

T. rufum
T. rufum

T. rufum
T. rufum

T. rufum

T. rufum

T. rufum

T. rufum

T. rufum

uc Tuber

uc Tuber

uc Tuber

uc Tuber

uc Tuber

uc Tuber

T. rufum

T. sp. src709

T. sp. SOC1404
T sp.79

T.sp. 11 GB-2010
T. lyonii

T. lyonii

T. lyonii

uc Tuber

T. lyonii

T. lyonii

T. lyonii

T. sp. 65 GB-2010
T. sp. 65

T. sp. 64 GB-2010
uc Tuberaceae

T. rufum

T. rufum

T. rufum

T. spinoreticulatum
T. spinoreticulatum
T. sp. GB-2009¢

T. sp. 66 GB-2010

ZB1654
ZB3289
TR92-tr21
ZB1044
ZB67
TR87-t126
ZB1157
ZB3170
ZB3193
ZB3054
ZB1048
EU668304
1X625374
1X625376
1X625375
JX474832
JX474842
ZB3405
DQ974798
IN022530
Q925649
GQ221453
EF202593
EU268567
FJ748910
IN569358
EU394704
FJ809883
FJ748911
HM485426
JQ925648
HM485425
AJ893251
ZB2944
ZB2945
ZB2945
ZB4965
FJ748914
GQ221454
FJ809887
HM485427

VIII



Tr21
Tr22
Tr23
Tr24
Tr25
Tr26
Tr27
Tr28
Tr29
Tr30
Tr31
Tr32
Tr33
Tr34
Tr35
Tr36
Tr37

Tr38

Tr39
Tr40
Tr41
Tr42
Tr43
Tr44
Tr45
Tr46
Tr47
Tr48
Tr49
Tr50
Tr51
Tr52
Tr53
Tr54
Tr55
Tr56
Tr57
Tr58
Tr59
Tr60

T. sp. 3 KA-2010
T. sp. 3 KA-2010
T. huidongense
T. huidongense
T. sp. 4 KA-2010
T. sp. MES448
T. subglobosum
T. sinoalbidum
T. sp. FL-2013c¢
uc Tuber

uc Tuber

uc Tuber

uc Tuber

T. liaotongense
T. liaotongense
uc Tuber

uc Tuber
uc Tuber

uc Tuber

T. sp. FL-2013d
uc Tuber

T. nitidum

T. nitidum

T. nitidum

T. rufum

uc Tuberaceae

T. rufum f. nitidum
T. nitidum

uc Tuber
uc Tuber
uc Tuber
T. requienii
uc Tuber
uc Tuber

T. rufum

uc Tuber
T. rufum
T. rufum

ABS553373
ABS553374
FJ797878
JF921163
ABS553379
JN102491
KF002728
JF921164
J1X267043
GQ985433
HM105540
GU722195
JX129159
GU979037
GU979036
JQ318616
AY 748863

JX630357

JX630932
IX267044
FR852061
JX402090
JX402091
JX402092
FN433159
DQ402504
FM205677
7B3441
Zambonelli3994
GQ254857
GQ254859
GQ254858
Fr
HQ204754
HE687179
EF362474
D70
HE687181
EU326690
FM205604

Tr311
Tr312
Tr313
Tr314
Tr315
Tr316
Tr317
Tr318
Tr319
Tr320
Tr321
Tr322
Tr323
Tr325
Tr326
Tr327
Tr328

Tr329

Tr330
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU

uc Tuber

T. candidum

T. cf. candidum src625

uc Tuber

uc Tuber

T. candidum

T. candidum

T. candidum

uc Tuber

uc Tuber

uc Tuberaceae
T.sp. 1 RG-2012
T.sp. 1 RG-2012
uc Tuber

uc Tuberaceae

T. multimaculatum

T. anamorph sp. Y86

ectomycorrhiza sp.
Y86M2

uc Tuber

Tuber melanosporum
Tuber melanosporum
Tuber melanosporum

Tuber melanosporum

Tuber indicum
Tuber indicum B
Tuber indicum
Tuber indicum
Tuber indicum
Tuber indicum
Tuber indicum
Tuber indicum
Tuber indicum
Tuber indicum
Tuber indicum
Tuber indicum
Tuber indicum
Tuber indicum
Tuber sp.
Tuber sp.

Tuber indicum

AY634170
AY830856
DQ974807
EF641836
EF411117
HM485348
IN022527
HM485349
EU334898
F1348404
EU018589
KC152265
KC152266
EF661992
EU018590
NR119863
AY212880

AY212881

DQ990872
AF435821

FJ809819

JQ925703*
GU979139
GU979137
FJ809840*
FJ809822

GU979113
GU979125
JQ925696

GU979112
GU979115
GU979132
GU979130
GU979128
GU979116
GU979114
GU979131
AB553517
AB553518
GU979129

IX



Tr61
Tr62
Tr63
Tr64
Tr65
Tr66
Tr67
Tr68
Tr69
Tr70
Tr71
Tr72
Tr73
Tr74
Tr75
Tr76
Tr77
Tr78
Tr79
Tr80
Tr81
Tr82
Tr83
Tr84
Tr85
Tr86
Tr87
Tr88
Tr89
Tr90
Tr91
Tr92
Tr93
Tr94
Tr95
Tr96
T197
Tr98
Tr99
Tr100
Tr101

T. rufum

T. rufum f. sphaerospora

T. rufum f. lucidum
T. rufum
T. rufum f. nitidum

uc Tuber

T. requienii
T. lucidum
T. rufum

T. rufum

T. apiculatum
T. rufum

T. lucidum

T. nitidum

T. lucidum

T. rufum
T. rufum f. lucidum
T. rufum
T. rufum
T. rufum
T. rufum
T. rufum
T. rufum
T. rufum
T. lucidum
T. rufum
T. rufum
T. rufum

T. rufum
T. rufum

T. ferrugineum

FM205605
FM205667
FN433161
KC330221
FM205606
TR94-tr19
FR852064
IMV20090230
42063Bp
ZB2927
7X402094
ZA4336
IMV20071125-3
TR91-tr22-
TR89-tr24-
IMV970905-9
EF362476
ZB3398
ZB3393
ZB3395
ZB3070
ZB3115
ZA3898
ZB3400
FJ809888
EF362477
ZB1900
ZB1719
7X402093
FM205607
FM205668
FM205666
ZB3935
FM205614
7X402087
7X402089
IMV960526-10
7X402088
AF106892
AF132506
IMV20040523-3

LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU
LSU

Tuber indicum

Tuber indicum

Tuber indicum

Tuber aft._indicum
Tuber indicum

Tuber indicum

Tuber indicum

Tuber indicum

Tuber indicum A

Tuber indicum

Tuber sinense

Tuber indicum

Tuber indicum

Tuber indicum

Tuber indicum

Tuber indicum

Tuber formosanum
Tuber indicum

Tuber regimontanum
Tuber regimontanum
Tuber indicum

Tuber pseudoexcavatum
Tuber pseudoexcavatum
Tuber pseudoexcavatum
Tuber pseudoexcavatum
Tuber pseudoexcavatum
Tuber pseudoexcavatum
Tuber pseudoexcavatum
Tuber pseudoexcavatum
Tuber sp.

Tuber furfuraceum
Tuber sp.

Tuber spinoreticulatum
Tuber lyonii

Tuber umbilicatum
Tuber liaotongense
Tuber huidongense
Tuber rufum f. lucidum
Tuber rufum f. lucidum
Tuber pseudoexcavatum

Tuber regiomontanum

GU979136
GU979138
GU979118
JQ925694
GU979121
GU979133
FJ809821
FJ809820
JQ925695*
GU979135
GU979117
GU979127
GU979119
GU979120
GU979122
GU979124
GU979126
GU979123
EU375838
FJ809823
FJ233102
GU979109
GU979106
FJ809816*
GU979103
GU979102
GU979107
GU979105
GU979104
AB553516
GU979111
JQ925713*
F1809814
EU394704
GU979088
GU979092
GU979093
FJ809810
FJ809811
FJ809816
EU375838*



Tr102 T. rufum FM205603 LSU Tuber indicum B FJ809840

Tr103 uc Tuber EU668244 PKC Tuber pseudoexcavatum  DQ336334
Tr104 IMV20010526-3 PKC Tuber pseudoexcavatum  DQ336335
Tr105 uc Tuber AY 634152 PKC Tuber indicum DQ336330
Tr106 7132 PKC Tuber indicum DQ336333
Tr107 uc Tuber JX625377 ITS Tuber indicum AF300824
Tr108 JMV20070304-2 ITS Tuber indicum DQ375512
Tr109 T. rufum FM205600 ITS Tuber melanosporum KF591751
Tr110 T. rufum FM205602 ITS Tuber melanosporum AF300825
Trlll T. rufum ZB4802 ITS T.spl3 GQ221451*
Trl12 T. rufum FM205601 ITS Tuber pseudoexcavatum  HM485381*
Trl13 T. rufum FM205636 ITS Tuber regiomontanum EU375838*
Trl14 uc Tuber JF506838 ITS Tuber indicum A FJ748908*
Trl15 uc Tuber HQ204752 ITS Tuber indicum B FJ748907*
Trl16 T. rufum ZB3088 ITS Tuber melanosporum FJ748904*
Trl17 ZA2448

6. melléklet: A vizsgalatokba vont 7. brumale aggr. mintak. A filogenetikai fakon a kod alapjan
azonosithatdak be a mintdk. A kodban a ,,TB”-t koveten egy egyedi szamlalo van, melyet a ,,k” 1, 2 vagy
3 kovet, amely a kladot jeldli. Az 1 az A faj L. haplocsoportjat, 2 a IL. haplocsoportjat mig a 3 a B fajt jeloli.
A csillaggal megjeldlt szekvencia azonositokat nemzetkodzi adatbazisokbol toltottiik le, mig a tobbit jelen
munka soran toltottiik fel. A tablazatban talalhato roviditések feloldasa: ES = kdrnyezeti mintavétel; ECM
= ektomikorrhizabol szarmazé szekvencia; AZ = Alessandra Zambonelli; AM = Amer Montecchi; BI =
Bagi Istvan; CC= Chriss Chrysopoulos; DS= Diamandis Stephanos; GC = Gérard Chevalier; IMV
Joseph Maria Vidal; SG = Stanislav Glejdura; TG = Tine Grebenc; ZB = Bratek Zoltan

Tulaj- . Klad/ ITS vagy

Kod donos Orszag Ev haplocsoport Haplotipus RELP LSU PKC
TB1kl Olaszorszag A/l C2 HM485345%*
TB2k3 TG Szerbia 2005 B N FM205552*
TB3k2 TG Szlovénia 2005 A/l K1 FM205551*
TB4kl Spanyolorszag 1988 A/l Cl FM205550%*
TB5k1 TG Szlovénia 2006 A/l Cl FM205549*
TB6k1 TG Szlovénia 2005 A/l Cl FM205548*
TB7k1 TG Szlovénia 2005 A/l Cl FM205547*
TB8k1 TG Szlovénia 2005 A/l Cl FM205546*
TB9k1 TG Szlovénia 2006 A/l Cl FM205545%*

TB10kl1 TG Szlovénia 2005 A/l Cl FM205544*
TB11kl TG Szlovénia 2005 A/l Cl FM205543*
TB12kl1 Olaszorszag 2007 A/l C2 FJ748900*
TB13kl TG Szlovénia 2005 A/l Cl FM205542*

XI



TB14kl
TB15kl
TB16kl
TB17kl1
TB18kl
TB19k3
TB20k1
TB21k3
TB22k3
TB23k2
TB24k2
TB25kl
TB26k1
TB27kl1
TB28kl
TB29k3
TB30k1
TB31kl
TB32k3
TB33k2
TB34k2
TB35k2
TB36k2
TB37k2
TB38k2
TB39k2
TB40k1
TB41kl
TB42kl
TB43kl
TB44k2
TB45kl
TB46k2
TB47k2
TB48kl
TB49k1
TB50k1
TB51kl
TB52kl1
TB53kl
TB54kl

TG
TG
TG
TG

TG

TG
TG
TG
TG
TG

TG
TG
TG

TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG
TG

Szlovénia
Szlovénia
Szlovénia
Horvatorszag
Franciaorszag
Szerbia
Uj-Zéland
Szerbia
Szerbia
Montenegrd
Montenegrd
Szlovénia
Olaszorszag
Szlovénia
Szlovénia
Szlovénia
Franciaorszag
Franciaorszag
Szlovénia
Szerbia
Szerbia
Szerbia
Szerbia
Szerbia
Szerbia
Szerbia
Magyarorszag
Németorszag
Olaszorszag
Szlovénia
Makedonia
Anglia
Iran
Iran
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag
Olaszorszag

2006
2006
2006
2006

2005

2008
2005
2005
2006
2009

2009

2007

2007
2006
2005
2006
2006
2008
2008

2007
2008
2008

A/l
A/l
A/l
A/l
A/l

A/l

w

A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l

A/l
A/l

A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l

Cl1

Cl1
K1
Cl1

Cl1
Cl1
C2

FM205541*
FM205540%
FM205539*
FM205538*
AF132504*
FM205699*
EU753268*
FM205692*
FM205684*
FM205660*
FM205657*
FN433130*
AF106880*
FN433129*
FN433128*
FM205639*
DQ329359*
DQ329360*
FM205641*
FM205658*
FM205659*
FM205661*
FM205686*
FM205694*
FM205696*
FM205700*
JF693893*
JF926118*
AF001010*
KF551064
KF551065
EU668242%
FR852065*
FR852067*
HM370454*
HM370488*
JF927066*
JF927067*
JF927068*
JF927069*
JX625371*

XII



TB55kl
TB56k1
TB57kl
TB58kl
TB59k1
TB60k1
TBo61kl
TB62k1
TB63kl
TB64kl
TB65k1
TB66k1
TB67k1
TB68k1
TB69k1
TB70k1
TB71kl
TB72kl1
TB73kl
TB74kl1
TB75kl1
TB76kl1
TB77kl1
TB78kl
TB79k1
TB80k1
TB81kl
TB84k2
TB85k2
TB86k2
TB87k2
TB88k2
TB89k2
TB90k1
TBI1kl
TB92k1
TB93k2
TB94kl
TB95kl
TB96k1
TB97kl

ZB
GC
GC

Anglia
Anglia
Ausztria
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
Franciaorszag
GOrdgorszag
GOrdgorszag
GOrdgorszag
GOrdgorszag
GOrdgorszag
GOrdgorszag
Lengyelorszag
Lengyelorszag
Lengyelorszag
Lengyelorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag

2010
2003
2002
2003
2004
2001
2004
2001

2003
2000
2003
2004
2002
2005
2002
2005
1992
1998
1995
1978
1994
2000
2000
2000
1983
2007
2008
2010
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
1999
1999
1999
2000

A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
A/l
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SBADATLAP
a doktori értekezés nyilvinossagra hozatalihoz
L. A doktori értekezés adatai
A szerz0 neve Merényi Zsolt
MTMT-azonositd: 10044652
A doktori értekezés cime és alcime:

Molekularis biologiai és okologiai vizsgalatok hipogeikus gombédkon

o BT TR RS (R DN T e O

A doktori iskola neve: Biologia Doktori Iskola

A doktori iskolan beliili doktori program neve: Kisérletes Novénybiol6gia Program

A témavezetd neve ¢s tudomanyos fokozata: Dr. Bratek Zoltdn PhD egyetemi adjunktus

A témavezeté munkahelye: ELTE Novényélettani és Molekularis Novénybioldgiai Tanszék

I1. Nyilatkozatok

A doktori értekezés szerzbjeként™

a) hozzajarulok, hogy a doktori fokozat megszerzését kivetéen a doktori értekezésem és a
tézisek nyilvanossagra keriiljenek az ELTE Digitalis Intézményi Tudastirban. Felhatalmazom
a Természettudomanyi Kar Tudoményszervezési és Egyetemkizi Kapcsolatok Osztalyanak

HEVIRIBROIET oo o hogy az értekezést és a téziseket feltdltse az ELTE
Digitdlis Intézményi Tudastarba, és ennek soran kitdltse a feltiltéshez sziikséees
nvilatkozatokat.

b) kérem, hogy a mellékelt kérelemben részletezett szabadalmi, illetéleg oltalmi bejelentés
kdzzétételéig a doktori értekezést ne boceséassdk nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban és
az ELTE Digitélis Intézményi Tudastarban;’

¢) kérem, hogy a nemzetbiztonsagi okb6él mindsitett adatot tartalmazé doktori értekezést a
mindsités (ddarum)-ig tarté idotartama alatt ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi
Kényvtarban és az ELTE Digitalis Intézményi Tudéstarban;*?

d) kérem, hogy a mii kiadasara vonatkozé mellekelt kiadd szerzodésre tekintettel a doktori
értekezést a konyv megjelenéséig ne bocsdssak nyilvanosségra az Egyetemi Konyvtarban, ¢és
az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarban csak a konyv bibliogrifiai adatait tegyck kozz¢é.
Ha a konyv a fokozatszerzést kdvetdn egy évig nem jelenik meg, hozzajarulok, hogy a doktori
értekezésem é€s a tézisek nyilvanossagra keriiljenek az Egyetemi Konyvtarban és az ELTE
Digitalis Intézményi Tudastarban.*?

2. A doktori értekezés szerzojeként kijelentem, hogy

a) az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarba feltéltendo doktori értekezés és a tézisek sajat
eredeti , 8nallo szellemi munkam és legjobb tudomasom szerint nem sértem vele senki szerzoi
jogait;

b) a doktori értekezés és a tézisek nyomtatott valtozatai és az elektronikus adathordozon
benyujtott tartalmak (szoveg €s abrak) mindenben megegyeznek.

3. A doktori értekezés szerzojeként hozzajarulok a doktori értekezés é€s a tézisek szovegének
plagiumkeres6 adatbazisba helyezésc¢hez és plagiumellendrz6 vizsgalatok lefuttatasahoz.

Kelt: 2014. szeptember 8.
a doktori értekezés szerzojének alairasa

38 Beiktatta az Egyetemi Doktori Szabélyzat modositasardl szold CXXXIX/2014. (VL. 30.) Szen. sz. hatarozat.
Hatéalyos: 2014. VIL.1. napjatél.

3 A Kari hivatal iigyintézéje tolti ki.

10 A megfeleld szoveg aldhtizando.

41 A doktori értekezés benyujtasaval egyidejlileg be kell adni a tudoménydgi doktori tandcshoz a szabadalmi,
illet6leg oltalmi bejelentést tantisité okiratot és a nyilvanossagra hozatal elhalasztdsa iranti kérelmet.

42 A doktori értekezés benyujtasaval egyidejiileg be kell nytjtani a mindsitett adatra vonatkozo kizokiratot,

2 A doktori értekezés benyujtasdval egyidejlileg be kell nyajtani a mii kiadasardl szolé kiadoi szerzodést.




