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BEVEZETES

A szarazfoldi edényes novények kiilonb6zé nem patogén gombakkal élhetnek egyiitt, az
esetek tobbségében gyokeriiket sokféle gomba kolonizalhatja, koztikk endofitonok is. Az
endofiton gombak életciklusuk teljes, vagy egy meghatdrozo szakaszan tiinetmentesen élnek a
gazdandvényben, €s ezek egy formacsoportjat alkotjdk a sotét szeptalt endofitonok (DSE,
,,dark septate endophytes”), melyek elnevezésiiket a gyokérben inter- és intracellularisan futo,

legtobb esetben pigmentalt, szeptalt hifaikrol kaptak.

A DSE gombak jelen vannak az Gsszes nagyobb okoszisztémaban és éghajlati Gvben,
tobb mint 150 ndvénycsalad tobb mint 600 fajanak gyokerében megfigyeltek ezeket az
endofitonokat. Elmondhatjuk, hogy a DSE gombak elterjedt, széles gazdaspektrummal
rendelkezé gyokérkolonizalok, bar el6fordulasukat és diverzitasukat viszonylag kevés
tanulmanyban vizsgaltak. A DSE gombak az abiotikus stressznek kitett élohelyeken, példaul
szaraz ¢és félszdraz teriileteken kiilondsen gyakoriak lehetnek, azonban ezekben az

¢letk6zosségekben betdltott szerepiik megértéséhez még kevés ismerettel rendelkeziink.

A DSE gombanak tekintett fajokat csak néhany sajatossaguk alapjan sorolhatjuk ebbe a
formacsoportba, rendszertani elhelyezkedésiiket tekintve nem képviselnek 06nallo
leszarmazasi vonalat. A DSE gombédk Pezizomycotina altdrzsbe tartoz6 aszkuszos gombak,
melyek ezen beliil tobbek kozott példaul a Helotiales, Pleosporales, Xylariales, Sordariales
rendekbe tartoznak. Ezek a gyokérendofitonok ivartalan alakban fordulnak eld, ivaros
termétestek €s ivaros sporak képzésérdl nincsenek ismereteink. Ivartalan sporaképzést is csak
néhany faj esetében figyeltek meg, ez a legtobb esetben csak specifikus kezeléseket kovetden

volt indukalhato.

Szamos vizsgalat iranyult a DSE gombdk ¢és gazdandvényiik kapcsolatanak
megismerésére, azonban az eredmények alapjan tovabbra sem lehet altalanos
kovetkeztetéseket levonnunk, a gomba novényre gyakorolt hatdsa nagyban fiigghet a
kornyezeti tényezOktdl és a kisérleti beallitasoktol. Szamos DSE- és novény faj esetében is

Kimutattak pozitiv, semleges és negativ hatast tobb vizsgalt tulajdonsag esetében is.

Annak ellenére, hogy mar tobb mint egy évszazada leirtak gyokerekben futd sotéten
pigmentalt hifakat, ismereteink rendkiviil hianyosak a DSE gombéak gyokérkolonizacidjarol.
Kevés tanulmany helyezte kozéppontba példdul a gyokérendofitonok strukturdlis ¢€s
ultrastruktiralis vizsgalatat, és ezek is néhany kivételtdl eltekintve fénymikroszkopos

vizsgalatok voltak, rdadasul legtobb esetben egy erdei életkdzosségekben gyakori és fas



szaruakra jellemz6 DSE fajt (Phialocephala fortinii sensu lato) vizsgaltak. A kiilonb6z6 DSE
fajok gyokerekben vald jelenlétét tenyésztéses és molekularis modszerekkel bizonyithatjuk,
azonban alig van informdcionk a gyokerekben valo elhelyezkedésiikrél és kolonizacios

tulajdonsagaikrol.

Elmondhaté, hogy annak ellenére, hogy széles korben elterjedtek €és egyes teriileteken
kiilonosen gyakoriak, ismercteink meglehetésen hidnyosak a DSE gombak szamos
sajatsagarol, koztik biologidjarol, oOkologiai szerepérél, taxonomiai besorolasardl,
kozosségeinek 0Osszetételérdl vagy a gyokér kolonizacigjardl és a ndvényre gyakorolt

hatasarol.
CELKITUZESEK

 Célunk volt a generalista dominans DSE csoportok azonositasa az dshonos €s invazios
novények gyokerérdl gyijtott izolatumok alapjan, valamint alfoldi félszaraz homokteriiletek
DSE kozosségének kompozicionalis diverzitds vizsgalata. Célunk volt a DSE gombak
szezonalitas és teriilet specificitas vizsgalata, in vitro inokulacios rendszerekben tesztelni,

hogy egy izolatum valoban DSE gomba.

* Célunk volt még a kivalasztott, dominans DSE csoportokba tartozé izolatumok
tovabbi gytjtését kovetden, azok genetikai variabilitasanak tesztelése az altalanosan hasznalt
ITS (internal transcribed spacer) régidé ,felbontasan” talmutatd és a teljes genomrol
informaciot nyujté ISSR (inter sample sequence repeat) vizsgalatokkal. Kérdésiink volt, hogy

elkiilonithetdvé valnak-e a konspecifikus DSE izolatumok ezzel a modszerrel.

* Célunk volt egy dominans DSE gomba gydkéren beliili specifikus jelolésére alkalmas
fluoreszcens mikroszkopiai modszer adaptalasa, beallitasa és alkalmazasa, mellyel terepi
mintdkban és kiilonbozé gombékkal egyszerre kolonizalt gyokerekben is detektdlhatjuk a
DSE gombékat.

* Célul thztiik ki egy domindns DSE gomba funkciondlis anatomiajanak jellemzését
ultrastruktira vizsgalatokkal (TEM), mely 0j ismereteket nyujtana nem is csak a vizsgalt

gomba, hanem a DSE-k kolonizacidjarol és stratégiajarol.

* Célunk volt a munkank soran eldkeriild, azonositatlan DSE gombak taxonomiai

vizsgalata és az esetleges 1j DSE taxonok leirasa.



ANYAG ES MODSZER

Mintavétel, endofitonok izoldlasa, azonositdsa és in Vitro tesztelése

Mintavételi teriileteink a bugaci, a flilophdzi és a tatarszentgyorgyi félszaraz kiskunsagi
homokteriiletek voltak. A kompoziciondlis diverzitas, teriilet specificitds és szezonalitds
vizsgalatdhoz a harom teriiletrdl vettiink fel gyokérmintakat. A tovabbi vizsgdlatokhoz
sziikséges, célzottan gyljtott izolatumok egyediil a fiilophazi homokpusztagyeprol
szarmaztak. A félszaraz teriiletek DSE k6z0sségének vizsgalata soran nyolc ¢shonos és harom
tajidegen novényfajrol gyijtottiink mintakat, melyek gyakoriak a teriileten, és tobb életforma
tipust és rendszertani csoportot reprezentdlnak. A szezonalitds és teriilet specificitas
vizsgalatdhoz mintdinkat mindharom teriileten 10-10-10 megjeldlt kozonséges boroka

egyedrdl gytijtottiik két éven keresztiil tavasszal, nyaron és dsszel.

Az endofitonok izolalasdhoz gyokérszakaszokat vagtunk le a gyokérzetrdl, majd ezeket
felszin-sterilizalasat kovetéen MMN téptalajra helyeztiikk. A gydkerekbdl kindvé gombdékat
szétoltottuk, majd ezekb6l CTAB modszerrel teljes DNS-t vontunk ki. A DSE kozosség
csoportjainak azonositasahoz az nrDNS ITS és LSU (28S RNS, large subunit) régidjat
azonositottuk, majd a kapott csoportok néhany reprezentans izolatumaval in vitro
kisérletekben poréhagymat inokulaltunk. fgy tudtuk tesztelni, hogy egy csoport izolatumai
valoban DSE gombak-e. A névényre lathatd negativ hatassal nem 1évo, gyokeret kolonizald
¢s mikroszkleréciumot képzo, és az ezekkel egy csoportban 1év6 izolatumokat tekintettiik

DSE gombdéknak.

Molekularis vizsgalatok

A taxondémiai munkakhoz kivalasztott harom csoport (DSE-4, DSE-8A, DSE-7) 40
izolatumanak vizsgalatdhoz UltraCleanTM Microbial DNA Isolation Kit segitségével vontunk
Ki DNS-t és az ITS mellett a nrDNS LSU és SSU (18S RNS, small subunit) régiojat, az aktin
(ACT) és a B-tubulin (TUB) gének egy-egy szakaszat amplifikaltuk és szekvenaltuk. A DSE-
7 csoportnal még az elongacios faktor 1-a (EF), a kalmodulin (CAL) géneket is és az ITS

alignment indel régioibol kikodolt gap-eket vontuk be az elemzésbe.

A filogenetikai elemzések soran a szekvencidk illesztését a MAFFT 6 online
programmal végeztiik, majd az alignmenteket MEGAS programmal ellendriztiik. A megfelel
nukleotid szubsztitucios modelleket a jModelTest 0.1.1 program AIC (Akaike information
criterion) beallitasat alkalmazva valasztottuk ki. A filogenetikai elemzéseket MrBayes 3.1.2



programmal végeztiik, majd a topoldgiai konvergencidkat az AWTY online software-rel
ellendriztik. A RAXML analizist a raxmlGUI 1.3 segitségével végeztik az agak
tdmogatasdnak teszteléséhez 1000 ismétléses ML bootstrap vizsgalatot alkalmazva. A

torzsfakat a FigTree 1.4.0 és a MEGAS programcsomagokkal készitettiik.

Az ISSR-PCR soran az (AAC)B, (AAG)@ (AGG)G, (ATC)G, (CCG)e, (AC)g és (AG)g
primereket hasznaltuk, majd az ISSR profilok savjait prezencia-abszencia alapon binaris

adatként rogzitettiik, melyek alapjan végeztiik az elemzést.

Fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH)

Az endofiton gombak gyokéren belili specifikus fluoreszcens jel6léséhez
oligonukleotid probédkat terveztink a DSE-1 csoport izolatumainak, ¢és a probak
specificitasanak teszteléséhez ¢és a kiilon jeloléshez sziikséges ett6l eltéré gomba
(Rhizophagus intraradices) LSU régidja alapjan. A probak 5’ vége kiilonb6z6 hullamhosszon
fluoreszkald fluoroforrokkal lett jelolve. A gombakkal in vitro kisérletekben inokulalt
kukoricarol gyokészakaszokat vagtunk le és fixaltuk majd 90—120 um vastagsagi metszeteket
pufferben, ezutan kimostuk az aspecifikusan bekotd jelolt oligonukleotidokat hibridizacios
oldattal, mely nem tartalmazott probakat. A lefedett gyokérmintakat epifluoreszcens és

konfokalis 1ézer scanning mikroszkdppal vizsgaltuk.

Fény és transzmisszios elektronmikroszkdpos vizsgalatok

A fénymikroszkopos vizsgalatokhoz a gyokereket 10%-os KOH oldatban
szintelenitettiik, majd Anilin-kékkel festettiik. A TEM vizsgalatokhoz egy Cadophora sp.
(DSE-1 csoport) izolatum altal hat hete kolonizalt poréhagyma gyokereket az azokat
koriilvevd taptalajjal egyiitt 2.5%-0s glutaraldehidben fixaltuk, majd ozmium-tetroxidos
utofixalas utan Durcupan ACM migyantaba agyaztuk. A félvékony hosszmetszeteket
neofuxin-kristalyibolyaval festettiik, majd fénymikroszkoppal vizsgaltuk. Az ultravékony
metszeteket  uranil-acetaitos  és  Olom-citratos  kezelés  utan  transzmisszios

elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.
Sporaképzés indukadldsa

A Kklasszikus taxonomiai vizsgalatokhoz megprobaltunk spoéraképzést indukalni, és a

sporaképzés indukdldsdhoz az izolatumokat kiilonb6zd koriilmények kozott inkubéltuk és
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eltéré kezeléseket alkalmaztunk. Az izoldtumokat hat féle taptalajra oltottuk, eltérd
homérsékleten inkubaltuk, kiillonb6zo sterlizalt novényi szervekre-szdvetekre (arpa levél,
perje gyokér, feketefeny6 tiilevél, csalan szar, szil ag) oltottuk, izzitott bonctiivel égettiik és

UV megyvilagitasnak tettiik ki.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
A DSE kézésséeg

Az alfoldi félszaraz homokteriileteinek DSE kozosségének megismeréséhez kozel 200
gyokérmintat vettiink fel a harom félszaraz homokteriilet dshonos és invazios ndvényeirdl, és
241 izolatum ITS régidja alapjan 41 csoportot kiilonitettiink el. Az in vitro kisérletek
eredményeként a 41-bél 14 csoport (DSE-1 — DSE-14), a 241-b6l 6sszesen 142 izolatum
bizonyult DSE gombanak. Ezek a Pleosporales (7 csoport), Helotiales (2 csoport),
Hypocreales (2 csoport), Eurotiales (1 csoport), Xylariales (1 csoport) és a Glomerellales

rendbe (1 csoport) tartoztak az ITS és LSU régioik alapjan.

A teriilet specificitas és szezonalitas vizsgalatokhoz gytijtott izolatumok egy kivételével
a DSE-1, DSE-2 és DSE-3 csoportokba tartoztak. A harom koziil egyik DSE csoport sem
tartalmazott csak egy teriiletrdl szarmazo vagy csak egy évszakban gytijtott izolatumokat,
nem tapasztaltunk sem szezonalitast, sem teriilet specificitdst. A nagy izolatumszamt DSE
csoportok tobb teriiletrél 6shonos és invazios novényekrdl is eldkeriiltek, igy elmondhato,
hogy azonositottuk a teriiletek dominans, generalista DSE csoportjait (pl. DSE-1, DSE-3,
DSE-7).

crer

adatbazisokban elhelyezett szekvencidk szamos esetben félszaraz teriiletekrdl is elOkeriiltek.
Az altalunk vizsgalt DSE kozosség fobb csoportjai megegyeztek észak-amerikai félszaraz
teriiletek gyokérkolonizalé gomba kozosségeiével, ez alapjan elmondhatjuk, hogy (fél)szaraz

fiives teriiletek novényeiben a DSE k6zosség dominans tagjai altalanosan megegyeznek.



Inter sample sequence repeat vizsgalatok

Az ISSR vizsgalatokhoz kivalasztott harom csoportbol (DSE-1, DSE-3 és DSE-7) kett6
esetében (DSE-1 és DSE-7) tovabbi izolatumok célzott gylijtéséhez a gyors diagnosztikat
lehetové tevé PCR-ek beallitasat kovetden, tovabbi 13 illetve 19 torzset gyijtottiink. Az egy
csoportba tartozo izolatumok kozotti genetikai variabilitas vizsgalata soran a DSE csoportok
izolatumai nem voltak elkiilonithetok gytijtési helyiik, idejiik és gazdandvényeik alapjan sem,
azonban nagyfokl csoporton beliili variabilitdst tudtunk kimutatni.

Elmondhat6, hogy mindharom csoport esetében néhany kivételtdl eltekintve, az
izolatumok egyedi ISSR profillal rendelkeztek, mely lehetdvé teheti a torzs szintli azonositast

ezzel a modszerrel.

In planta FISH

A DSE-1 csoport izolatumainak specifikus jeloléséhez és lathatova tételéhez a gydkéren
beliil, egy RNS FISH protokollt allitottunk be és alkalmaztunk sikeresen. Munkank soran a
gyokerekben specifikusan tudtuk jeldlni a DSE-1 izolatum altal képzett struktirakat, valamint
a két probat szimultan alkalmazva, egyiddben tudtunk specifikusan jeldlni két eltérd

gyoOkérkolonizald gombat.

Elmondhatjuk, hogy elészor sikeriilt olyan fluoreszcens in situ hibridizacion (FISH)
alapuldo modszert alkalmaznunk, amely alkalmas lehet a gyokereket kolonizald, akar tobb

DSE gomba egyidejii specifikus detektalasara és lokalizaciojara akar terepi mintakban is.

Ultrastruktura vizsgdlatok

A Cadophora sp. (DSE-1) kolonizacidjanak ultrastrukturalis vizsgalata soran sikeriilt
megfigyeltink nekrotikus és €16 ndvényi sejtekben is hifakat. A nekrotizalt sejtekben
megfigyelt struktarak 6sszhangban voltak az eddigi elektronmikroszkopos tanulmanyok soran
leirtakkal.

Megfigyeltiink ¢16 ndvényi sejtben futé DSE hifat is, €s ebben az esetben a gomba- és a
ndvényi sejt citoplazmdjat is sajat, ép sejtmembranja hatarolta. A gomba sejtfal és a ndvényi
sejtmembran kozott egy laza matrix anyag helyezkedett el, novényi sejtfal nem volt
megfigyelheté. A gomba és ndvényi sejtmembranon is sokszor megfigyelhetéek voltak
membran-betiirddések/vezikulumok, igy feltételezhetjiik, hogy ezen a teriileten jelentds endo-

¢és/vagy exocitotikus folyamatok zajlanak. Elmondhatd, hogy eldszor azonositottunk ép



citoplazmaval rendelkez0 novényi sejtben DSE hifat, valamint a biotr6f kapcsolatokra

jellemzo perifungalis membrant a gyokérsejtekben DSE kolonizacional.

Taxonomiai vizsgadlatok

A taxondmiai vizsgalatoknal a harom kivalasztott DSE csoport a Pleosporales rendbe
(Dothideomycetes) illeszkedett. A DSE-4 csoport a Morosphaeriaceae csalad bazalis
csoportjaként, mig a DSE-8A csoport a Massarinaceae csaladhoz kozeli, erésen tamogatott
incertae sedis kladba keriilt a Massarina igniaria, Noosia bankssiae és a Periconia
macrospinosa (DSE-8B) fajokkal egyiitt. A DSE-7 csoport egyértelmtien a Lentitheciaceae

csaladba illeszkedett és egy kiilon leszarmazasi vonalat alkotott.

Taxondmiai vizsgalataink eredményeként harom 0j nemzetséget és nyolc 0j fajt irtunk
le. A DSE-7 csoport izolatumai egy 0j nemzetséget (Darksidea gen. nov.) és 6 fajt (D. alpha,
D. beta, D. gamma, D. delta, D. epsilon, D. zeta spp. nov.), a DSE-4 (Aquilomyces patris gen.
& spec. nov.) és DSE-8A (Flavomyces fulophazii gen. & spec. nov.) csoportok pedig

monospecifikus nemzetségeket reprezentalnak a Pleosporales rend Massarineae alrendjében.

Spora képzés

Izolatumaink spora képzésének indukalasara iranyuld munkaink soran csak egyszer, de
sikeriilt termOtesteket megfigyelniink szobahdmérsékleten inkubalt, SNA téptalajra helyezett
sterilizalt csalan szar darabokra oltott Darksidea (DSE-7) fajok esetében 3—4 héttel az
inokulélast kovetden. Ezek az izolatumok egy kivételével 180 — 250 um atmérdji, géomb
alaku ivaros termotestet hoztak 1étre, melyekben 4—6 sporat tartalmazo6 aszkuszok voltak. Egy
D. gamma izolatum altal képzett képletek, bar hasonlé szinii, alaka és méretii voltak azonban

ezek oszciolummal rendelkezd, steril, piknidium-szert strukturak voltak.

Elmondhatjuk, hogy el6szor sikeriilt ivaros alak képzését indukalnunk, valamint az
ivaros termdtestekben aszkuszokat és aszkosporakat megfigyelniink a DSE gombék esetében.
A gyakori Darksidea fajok, példaul a D. alpha torzseinek bizonyitott ivaros spora képzési
képessége ¢s vizsgalatokban valo alkalmazédsa segithet jobban megérteni a gyokérkolonizald

endofiton gombak ¢életkdzosségekben vald széles elterjedését és altalanos el6fordulasat.



OSSZEFOGLALAS

* A DSE kozosség megismeréséhez kozel 200 gyokérmintat vettiink fel a harom

félszaraz homokteriilet dshonos és invdziods ndvényeirdl, 296 torzset izolaltunk, melyek koziil

azonositottunk.

» Azonositottuk a DSE kozdsség domindns generalista csoportjait, nem tapasztaltunk
sem szezonalitast, sem teriilet specificitast ¢és ¢észak-amerikai félszaraz teriiletek
gyokérkolonizald gomba kozosségével valo jelentds hasonldsag alapjan elmondhatjuk, hogy
altalanosan, a (fél)szaraz flives terliletek ndvényeiben a DSE kozdsség dominans tagjai
megegyeznek.

* Az ISSR modszerrel a DSE csoportok izoldtumai nem voltak elkiilonitheték gytijtési
helyiik, idejiikk ¢és gazdandvényeik alapjan sem, azonban nagyfoku csoporton beliili

variabilitast tapasztaltunk, mely lehet6vé teheti a konspecifikus torzsek azonositasat.

* Sikeriilt egy RNS FISH modszert tigy adaptalnunk, hogy lehetdvé valt DSE gombak
specifikus jelolése a gyokéren beliil, igy két kiillonb6zé gomba altal kolonizalt gydkérben is

elkiilonithetové valtak a gomba fajok.

» Elsoként figyeltiink meg €16 novényi sejtben DSE hifat, és az ehhez kapcsolodod
ultrastrukturélis valtozasokat. A gomba- €s a novényi sejt kozott egy laza matrix anyagot
figyeltiink meg ¢és eldszor azonositottuk a biotréf kapcsolatokra jellemzd perifungélis

membrant.

* Harom 1j nemzetséget és nyolc uj DSE fajt irtunk le (Aquilomyces patris, Flavomyces
fulophazii, Darksidea alpha, D. beta, D. gamma, D. delta, D. epsilon and D. zeta), melyek a
Pleosporales rend Massarineae alrendjébe illeszkednek.

* Elészor sikeriilt a DSE gombaknal ivaros alakot indukalnunk, az ivaros
termOtestekben aszkuszokat és aszkosporakat megfigyelniink.
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