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Ezvleéek: Micelij mikoriznih gliv v tleh predstavlja pomembno povezovalno mreo za prenos vode in
hranil ter vpliva na pestrost ostalib ¥ivih komponent v ekosistemih. Tipi ektomikorize se med sehoj
logijo po morfolo3kih, fiziolokih in ekoloskih zna&iinostin, prav tako tudi njihov pomen za simbiontske
rasiline in delovanje ekosistema. Kartiranje tipov ektomikorize poteka s klasi¢no morfologko-anatom-
sko metodo, katero dopolnjujemo z analizo polimorfizma dol¥ine resirikcijskih fragmentov specitidno
pomnoZene regije rDNK. Metoda je uporabna tudi kot pomo¢ pri taksonomskem in filogenetskem
razvis¢anju gliv — kot primer je naveden rod Hydnum.

Abstract: Mycorrhizal mycelivm is the main network in forest soils for translocation of water and nu-
trients, influencing largely the diversity of all other biotic components in ecosystem. Types of ectomy-
corrhizae can be distinguished by their morphological, physiological and ccological characteristics, and
equally so by their impacts on symbiotic plants and ccosysiem functioning. Mapping of types of ecto-
mycorthizae is done by classical morpho-anatomical method and complemented by the analysis of re-
striction length polymorphism of specifically amplified IDNA. The method can be applicd in taxonom-

ical and phylogenetic studies of fungi, as presented on the genus Hydnum.

1. Uvod

Micelij mikoriznih gliv v tleh predstavi-
Ja pomembno povezovalno mreZo za prenos
vode in hranil ter vpliva na pestrost ostalih
Zivih komponent v ekosistemih (READ
1998). Klju¢ne za pojavljanje in ohranjanje

posameznih tipov ektomikorize pri izbra- -

nem rastlinskem partnerju so morfolotke,
fiziolo$ke in ekoloSke znadilnosti glive, ki
se med posameznimi vrstami in sevi lahko
razlikujejo (KRAIGHER 1996). Poznavanje
vistne sestave populacije mikoriznih gliv
nam olaj8uje razumevanje delovanja ekosis-
tema (KRAIGHER , BATI, AGERER 1996), kot
tudi sledenje spremembam, sukcestjam, ki
se v preuCevanem sistemu dogajajo. Pojavl-
Janje trosnjakov mikoriznih gliv je odvisno

od cele vrste klimatskih in drugih de-
Javnikov, njihovo pojavljanje tudi ne ustreza
pojavljanju mikoriznih korenin in micelija v
tleh (ibid.), zato je kartiranjc tipov ektomi-
korize bolj informativno.

Za doloCevanje glive v cktomikorizi je
najbolj razsirjena anatomska metoda (AGER-
ER 1987-1999). Vedno bolj se uveljavljajo
tudi molekularne metode, predvsem PCR-
ITS-RFLP (veriZna reakcija s polimerazo, v
kombinaciji z analizo polimorfizma dol¥ine
restrikcijskih fragmentov notranjega tran-
skripcijskega presledka) (GARDES & BRUNs
1993, KRAIGHER, AGERER, JAVORNTK 1996).
S to metodo ugotavljamo vrsto glive v ek-
tomikorizi s primerjavo restrikcijskih vzor-
cev izbrane regije DNK mikorize ter us-
treznega trosnjaka. Ta metoda se je pokaza-
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la kot hitrej¥a pri ve&jem Stevilu vzorcev, ne
more pa nadomestiti klasi¢nih postopkov,
kar obravnavamo v nadaljevanju.

2. Material in metode

Vzorei trosnjakov ektomikoriznih gliv in
tipov ektomikorize so bili nabrani na razisko-
valnih ploskvah Gozdarskega Intituta Slo-
venije (GIS) na Pokljuki in Pohorju, dodatni
vzorci za rod Hydnum pa tudi na nekaterih
drugih lokacijah po Sloveniji, Italiji in na
Bavarskem, saj se znotraj vrst tega rodu po-
Javlja precejénja variabilnost ITS regije v ri-
bosomalni DNK (AGRRER, KRAIGHER, JA-
VORNIK 1996). Tipe ektomikorize smo do-
locili in opisali po anatomski metodi (AGER-
ER 1987-1999) na volumetriéno odvzetih
vzoreih tal (274 ml, 0-18 em globoka), v ka-
terih smo analizirali vse korenine oziroma
mikorizne korenine in dodatno na vzorcih tal,
odvzetih neposredno pod trosnjaki gliv, ka-
terith mikoriza e ni bila opisana (podrobne;jsi
opis metode je prikazan v KRAIGHER [996).
Vsi vzorci sa herbarizirani in shranjeni v
Herbariju in mikoteki GIS, vzorci iz tujine pa
v Herbariju Indtituta za sistematsko botaniko
LMU v Miinchnu,

PCR-ITS-RFLP metodo (GARDES &
BRUNs 1993, KRAIGHER, AGERER, JAVORNIK
1996), ki obsega ekstrakcijo DNK,
pomnoZitev ITS regije z za¥etnimi oligonuk-
leotidi, specifi‘nimi za zaprtotrosnice ali
prostotrosnice, encimsko cepljenje produkta
pomnoZevanja in lodevanje fragmentov z elek-
troforezo, smo uporabili za analize vzorcev
trosnjakov in shranjenih ektomikoriznih ko-
renin. Elektroferograme smo analizirali z
raCunalni$kim programom Taxotron® (Gri-
MONT 1998). V primerih, ko ta metoda ni do-
volj informativna ali ¢e Zelimo podrobneje
Studirati filogenetske odnose, je potrebno sek-
venciranje celotne ali dela ITS regije, mito-
hondrijske DNK idr. (BRUNS, WHITE, TAYLOR
1991, MaRTIN, DIEZ, MANION 1999).

3. Rezultati in diskusija

V Sloveniji smo do leta 1999 na ca
100.000 mikoriznih koreninah opisali nekaj
ve¢ kot 60 tipov ektomikorize (KrRAIGHER
1999), od tch smo lahko do vrste dologili ali
podrobno opisali 30 tipov, pri nekaj tipih
smo lahko dologili le skupino ali rod, 20
tipov ektomikorize je potrebno e podrobno
karakterizirati. Zaradi velike pestrosti tipov
ektomikorize ter njihovega pomena za uspe-
vanje simbiontskih rastlin je natanéna identi-
fikacija vrste glive v simbiozi pomembna,
anatomsko — morfolo¥ka metoda identi-
fikacije in karakterizacije pa je izjemno za-
mudna. Zato od leta 1993 dalje to metodo
dopolnjujermno z molekularno metodo identi-
fikacije tipov ektomikorize, od leta 1999 dal-
Je pa tudi s primerjavo z bazo podatkov
PCR-ITS-RFLP vzorcev, pridobljenih iz
trosnjakov gliv iz istih raziskovalnih ploskev.

Doslej smo DNK ekstrahirali iz ve& kot
dvesto herbariziranih trosnjakov (GREBENC,
KRAIGHER 2000). Pri 199 primerkih je bila
veriZzna reakcija s polimerazo uspeina, pro-
dukte pomnoZevanja smo nato cepili s tremi
restrikeijskimi encimi — Hinfl, Tagl in Mbol.
Kombinacija restriksijskih vzorcev vseh treh
encimov je shranjena v bazi podatkov, ki
omogoca stalno dopolnjevanje z novimi zna-
nimi vzorci trasnjakov ali ektomikoriz, kot
tudi primerjavo s e ne dolodenimi oziroma
neznanimi tipi ektomikorize. Z izbranimi re-
strikcijskimi encimi labko vzorce gliv raz-
likujemo na nivoju vrst. V nekaterih primer-
ih se dolzine fragmentov razlikujejo tudi
med tipom in varieteto znotraj posamezne
vrste (GREBENC, PILTAVER, KRAIGHER 2000).
Pri primerjavi restrikcijskih vzorcev in pri
izdelavi dendrograma smo upostevali na-
pako metedologije ter odstopanja v dol¥ini
ITS regije znotraj iste vrste (KAREN & al,
1997), na primer pri Hydnum spp. nabranih
na razliénih lokacijah.

Rod Hydnum je po Friesovem konceptu
(AINSWORTH, SPARROW, SUSSMAN 1973) ob-
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segal vse vrste z navzdol usmerjenimi
bodicami, tudi vrste, ki danes spadajo v
povsem druge druZine (tipska vrsta Hydnum
imbricatum L. ex Fr.). S.F. Gray (1821) je
razdelil Friesov rod Hydnum na ¥est novih,
v rod Hydnurn pa je uvrstil le Hydnum im-
bricatum (danes Sarcodon imbricatus
(L.:Fr.) Karst). Leta 1878 je Quélet H. im-
bricatum uporabil kot tip za rod Sarcodon,
zato se 3e danes lahko obe rodovni imeni
pojavita kot sinonima. Po zapisih Zveze go-
barskih druzin v Sloveniji (POLER 1998) se
pri nas pojavljajo vrste oz. oblike H. al-
bidum Peck., H. repandum (L) Fr., H.
repandum fo. amarum Vrséaj, H. rufescens
Schff.: Fr. in H. umbilicatum Peck. Makro-
skopski in mikroskopski znaki za delitev teh
vist niso prepricljivi, saj Moser (JOLICH
1984) lo¢i samo tri vrste, nekateri drugi av-

torji pa le H. repandum var repandum L...Fr.
in H. repandum var rufescens (Fr.) Barla.,
(BoN 1987). Predvsem je vpradljiva vrsta H.
umbilicatum, katcre Moser ne pozna in naj
bi se pojavljala predvsem v Severni Ameriki
(www.mykoweb.com/CAF/species/Hyd-
num_umbtiicatum.htinl).

Zato smo pri dolo&anju tipov ektomiko-
rize od prvega podrobnega opisa dalje
(AGERER, KRAIGHER, JAVORNIK 1996)
primerjali tudi PCR-ITS-RFLP vzorce. Pri
slednjih smo opisali polimorfizem ITS regi-
Je znotraj vrste ter s tem opozorili na
moZnost napak pri identifikaciji tipov ek-
tomikorize zgolj z molekularno metodo,
torej sklepanje na vecjo pestrost od dejanske
ali na napacno identifikacijo tipa ektomiko-
rize zgolj z molekularno metodo. Na
primeru tipov ektomikorize vrst H. repan-
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SL. 1: VzorZenje ektomikorize in trosnjakoy rods Hydnum (ezki) v Sloveniji za sestavo baze podatkov PCR-ITS-RFLP

vzorcev. Na posamezni lokaciji je bilo nabranih ve trosnjakov predvidoma iste vrste jeZkov,

v legendi.

Fig.1: Locations of sampling of ectomycorrhizae and fruitbodies from

Stevilo vzorcev je vpisano

genus Hydnum in Slovenia, Samples were used

for build up of the PCR-ITS-RFLP database. More than one sarple of fruitbodies from the same species of Hydnum

were collected on marked locations.,
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Razdalja 509bp 100tp  5000p 200tp  500bp 200bp
02402006012 008004 ¢ e s Ty
2 HS9-HrepandumL:Fr, || | 111 i
1 H33-HrapandumL:Fr. || | I 1 I
3 H38-HrepandumL:Fr. || | b1l Il
¢ H3?-Hrepandum L.: Fr. n 1 il H
7 H26-Hryfescens ScWE:Fr.* | | | (M| It
6 HA7-Hryfescens Schff:Fr.* | | | Il (N
5 HA8-Hryfascans Skl Fr.* | | | i1 Pl
j % H29-Hrufascens Schff:Fr. || | } | i1
1 o HE9-Hrufsscons ST Fr. || | [ 11
Hietl Mol Tagl

§1. 2: Dendrogram za izbrane vzorce trosnjakov iz rodu Hydnum s pripadajo&imi restrikcijskimi vzorci za encime Hin-

A, Mbel in Tagl.

Fig. 2: Dendrograme for selected samples of sporocarps belonging to genus Hydnum with corresponding restriction

patterns for Hinfl, Mbol and Tagl endonuclease.

dum in H. rufescens je uporaba molekulamih
metod edini nalin za lodevanje, saj se tipa
samo po anatomnskih lastnostih med sabo ne
lo&ita (AGERER, KRAIGHER, JAVORNIK 1996).

Za razjasnitev stanja pri rodu Hydnum
smo zateli z vzorfenjem trosnjakov na ved
raziskovalnih ploskvah in drugih lokacijah
po Sloveniji (Slika 1). Trenutni rezultati
molekularnih analiz ka¥ejo, da je vrsta H.
repandum homogena, znotraj makroskop-
sko in mikroskopsko doloZene vrste H.
rufescens pa se pojavljata dva razli¢na re-
strikcijska vzorca (Slika 2), od katerih bj
vzorel, oznadeni z zvezdico (*), lahko pri-
padali vrsti (oziroma drugi taksonomski
(pod)enoti) H. umbilicatum, saj so trosnjaki
nekoliko manj$i od ostalih vzorcev vrste H.
rufescens (rezultati meritev niso prikazani).

Sklepamo lahko, da je molekularna me-
toda identifikacija in karakterizacije tipov
ektomikorize s PCR-ITS-RFLP vzorcem

4. Viri

pomemben pripomo&ek pri dolodanju tipov
ektomikorize, vendar je pri njej potrebno
upostevati polimorfizem ITS regije znotraj
viste, torej je potrebno zasnovati bazo po-
datkov na vzorcih trosnjakov in tipov ek-
tomikorize iz istih Iokacij. Pridobljeni po-
datki lahko prispevajo tudi k razjasnitvi tak-
sonomskega poloZaja vrst, kot prikazujemo
na primeru rodu Hydnum.
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