Tine GREBENC*, Marko BAJC*, Hojka KRAIGHER*

POLEDENODOBNE MIGRACIJE MIKORIZNIH
RASTLIN IN GLIVNIH PARTNERJEV v
SIMBIOZI: PRIMER RODU TUBER

post-glacial migrations of mycorrhizal plants and ectomycorrhizal
partners: an example of the genus Tuber

Povzetek: Rod Tuberje ektomikorizni rod gliv, razsirjen v vecjem delu J in JV Evrope. V raziskavi smo s filogeografskim pri-
stopom ugotavljali, ali izbrane vrste iz rodu izkazujejo geografsko diferenciranost na nivoju genov rRNK. Iz razpoloZijivih
nukleotidnih zaporedij, ki izvirgjo iz vecjega dela areala vrst roda Tuber, smo za vec vrst ugotovili razporejanje in locevanje
genotipov glede na poloZaj ledeniSkih zatoliS¢ v zadnji ledeni dobi in glede na znane poledenodobne migracijske poti ha-
plotipov drevesnih partnerjev (hrastov). Obmocje Slovenije seje izkazalo za obmocje mesSanja vec¢ genotipov variabilnih vrst.
Prisotnost vec genotipov ene vrste gliv nakazuje moznost krizanja oziroma mesanja dveh poledenodobnih migracijskih
poti, kar daje obmodju dodatno vrednost s staliS¢a biotske raznovrstnosti. Poznavanje genetske pestrosti in funkcionalne
povezave glivnih in rastlinskih genotipov lahko nudi usmeritve pri gospodarjenju z gozdovi, pridobivanju gozdnih proizvo-
dov in morebitnem nacrtnem gojenju drevesnih in glivnih partnerjev v simbiozi z namenom pridelave gliv.

Kljucne besede: biotska raznovrstnost, ektomikoriza,  filogeografija  gliv, hipogeje glive, juzna in jugovzhodna Evro-
pa, molekularna filogenija

Abstract: The genus Tuber is an important ectomycorrhizal genus in Europe, forming symbiosis with a wide range of woody
plants. In our research we aimed to apply phylogeography approach to analyse the geographical differentiation of Tuber
species based on rDNA analysis. Available nucleotide sequences originating from S and SE Europe showed genetic differ-
entiation and distribution in several Tuber species. The observed phylogenetic clades corresponded to the last glacial re-
fugia pools and post-glacial migration paths of symbiotic plants (oaks). Based on the high number of the analysed Tuber
ribotypes found in Slovenia, this area appears to be the encountering zone of two postglacial migration routes and an im-
portant biodiversity hot-spot. The knowledge on genetic diversity and geographic distribution ofgenotypes can contribute
to the biodiversity and functional correlations of plant and fungal partners in ectomycorrhiza and subsequently to the forest
management planning and potential cultivation of fungi.

Keywords:  Biodiversity, Ectomycorrhiza, Phylogeography of fungi, Hypogeous fungi, South and Southeast Europe,
Molecular  phylogeny
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V kvartarju so se v ¢asu med in po poledenitvah stevilne
drevesne vrste odzivale na spremembe v okolju z migraci-
jami (Wilkinson, 1998). V hladnejsih obdobjih, predvsem v
zadnjem dlje trajajocem hladnem obdobju pred priblizno
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11-10 tisoc leti je bil precejsnji del Evrope pokrit z ledom,
preostale dele so prerascale polpuscavske stepe (Adams
in Faure, 1997). Gozdna vegetacija, vklju¢no z ektomikori-
znimi partnerji, je bila omejena le na posamezne gorske
verige polotokovjuzne in jugovzhodne Evrope (Adams in
Faure, 1997; Randi, 2007). Z ogrevanjem ozracja in umika-
njem ledenega pokrova se je do pred ca. 5000 leti obliko-
vala klima, razporeditev vegetacije (tudi gozdov) in raz-
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poreditev genotipov znotraj vrst, kot jo poznamo danes
(Grove in Rackham, 2001).

Rod Tuber predstavlja 86 razli¢nih vrst gliv iz skupine asko-
micet (Tuberaceae, Ascomycotina, Fungi). Rod je splosno
razSirjen in StevilCen predvsem v zmernem in medite-
ranskem pasu vseh kontinentov (Kirk in sod. 2008). Po-
samezne vrste so v glavhem omejene na en kontinent,
oziroma se morfolosko podobne vrste med kontinenti na
molekularni ravni jasno loijo na vrstnem nivoju (Wang
in sod., 2006, Grebenc in sod., v pripravi). Znotraj druzine
Tuberaceae je rod Tuber najobseznejsi ektomikorizni rod
(Agerer, 1987-2006), ki tvori izklju¢no podzemne (hipo-
geje) trosnjake (Paolocci in sod., 2004; LoessOe in Hansen,
2007). Podzemna rast razmnozevalnih struktur je poveza-
na s specificnim nacinom razsirjanja, saj vse vrste iz rodu
Tuber ob zorenju trosnjakov proizvajajo znacilne hlapne
(volatilne) substance, ki privlacijo raznasalce spor. Spore
prenasajo v vecji meri insekti ter mali sesalci, ostali naci-
ni prenosa (na primer z vodo, prenasanjem zemlje ipd.)
so redkejsi (Frank in sod., 2006). Nacin prenosa spor tako
poteka na relativno kratkih razdaljah, podobno kot pri ar-
buskularno mikoriznih glivah (Wilkinson, 1998), in s tem
v tesnejSi povezavi z migracijami drevesnih partnerjev v
ektomikorizi.

Filogeografija je veda, ki razlaga geografsko razporedi-
tev osebkov glede na filogenetsko raznolikost populacij
znotraj vrste na osnovi genealogije izbranih genov (Avise,
2000). V literaturi ni znanih veliko primerov filogeografije
gliv. Eden od pomembnih razlogov je ta, da zaradi velike-
ga pomena razsirjanja na velike razdalje glive (predvsem
spore gliv) kaZejo Siroko razsirjenost. To velja predvsem za
nekatere saprobne vrste (Moncalvo in Buchanan, 2008).
Znacilne geografske vzorce razporejanja posameznih
filogenetskih skupin visjih gliv so do sedaj ugotavljali za
ektomikorizne gobane (Boletales) na podrocju Pacifika
(Halling in sod., 2008) in za skupino nemikoriznih (saprob-
nih) podzemnih bazidiomicet Hysterangiales (Hosaka in
sod., 2008). Podatkov o filogeografiji ektomikoriznih vrst,
ki tvorijo izklju¢no podzemne trosnjake (npr. rod Tuber),
kljub velikemu pomenu v gozdnih ekosistemih, Se ni.

Namen nase Studije je prikazati nacine ugotavljanja zno-
traj vrstne pestrosti na ravni DNK in razloziti opazeno pe-
strost s filogeografskim pristopom. Za potrditev hipoteze
o somigracijah partnerjev v simbiozi kot modela izbora
in somigracij najprimernejSih genotipov obeh partnerjev
glede dogajanja v preteklosti in glede na danasnje ekolo-
Ske razmere, smo analizirali izbrana nukleotidna zapored-
ja za rod Tuber in predhodno objavljene migracijske poti
potencialnih drevesnih partnerjev v ektomikorizi.

METODOLOGIJA

I1ZBOR PODATKOV IN ANALIZE

Za filogeografske analize lahko uporabljamo katerokoli
informativno regijo genoma vzorca, ki je jasno dolocen
do vrste in zanj obstajajo zadostni podatki o nahajaliscu.
Za glive iz rodu Tuber je vjavno dostopnih bazah nukleo-
tidnih zaporedij deponirano zadovoljivo $tevilo nukleoti-
dnih zaporedij, pretezno regije rDNK, ki pa so v vedji meri
brez podatkov o izvoru, predvsem zaradi komercialnih
interesov. Za zagotovitev zadostne pokritosti celotnega
areala analiziranih vrst s kvalitetnimi in informativnimi
spremljajocimi podatki za obmocje J in JV Evrope, smo
poleg zaporedij, deponiranih v javnho dostopnih bazah
podatkov NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/) in UNITE (http://
unite.ut.ee/), v analize vkljudili tudi nukleotidna zaporedja
lastnih predhodnih Studij (Marjanovi¢ in sod., 2009; Gre-
benc in sod., v pripravi).

FILOGENETSKA ANALIZA GLIVNIH PARTNERJEV

V filogenetsko analizo in kasneje filogeografsko oprede-
litev smo vkljucili 92 razlicnih nukleotidnih zaporedij iz
rodu Tuber, tako da smo zajeli vrste, ki so izkazovale zno-
traj vrstno variabilnost v predhodnih Studijah, ter izbrane
nevariabilne oziroma stabilne vrste. Vsi vzorci so bili na
osnovi morfoloskih znakov doloceni do vrste. Za ugota-
vljanje filogenetskih odnosov lahko uporabimo katerega-
koli od Stevilnih orodij in matemati¢nih pristopov izdelave
filogenetskega drevesa, ki za izbrana nukleotidna zapo-
redja omogocajo optimalne rezultate.

Filogenetsko analizo rodu Tuber smo izvedli na nukleo-
tidnih zaporedjih, poravnanih v spletni verziji programa
MAFFT (http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.
html). Poravnavo zaporedij smo naredili s funkcijo za
vzporejanje nukleotidnih zaporedij »E-INS-I« (Kaloh in
sod., 2005). Filogenetski polozaj smo dolocili s progra-
mom PHYML c2.4.5 in izdelali ML (maximum likelyhood)
filogenetsko drevo. Filogenetsko drevo ML za izbrana nu-
kleotidna zaporedja smo izdelali z uporabo modela sub-
stitucij GTR - Generalised Time Reversible model (Tavaré,
1986). Kon¢no filogenetsko drevo smo oblikovali in uredili
v programu MEGA 4.

GEOGRAFSKA  PORAZDELITEV HAPLOTIPOV DRE-
VESNIH PARTNERJEV IN SOVPADANJE S FILOGE-
NETSKO PORAZDELITVIJO GLIVNIH PARTNERJEV
V EKTOMIKORIZI

Na osnovi razpolozljivih podatkov herbarijskega materi-
ala za analizirane vzorce iz rodu Tuber (Grebenc in sod.,,
v pripravi) se na rastis¢ih najveckrat kot potencialni ekto-
mikorizni partnerji pojavljajo hrasti (Quercus spp.) in beli
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Vzoréenje bioloskega materiala, beleZzenje geografskih podatkov,
identifikacija gliv.
Collecting biological material, geographic data and identification of fungi.
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Ekstrakcija DNK, PCR pomnozevanije tar¢nih genov, sekvenciranje.
DNA extraction, PCR amplification of target genes, sequencing.

|

AR A

N |
f \ k.1t " Alanaaalty il
AMaa i ! o f,“ I [}

| [ | If (M
ARV PSR VU VY VYUV RO SV VR T YOYY
Analiza nukleotidnih zaporedij, primerjava z zaporedij v molekularnih bazah podatkov.
Sequence analysis, comparison with sequences deposited in molecular data bases.
Tuber vrsta 1, genatip 3 (UK)

Tuber vrsta 1, genotip 1 (Slovenia, Serbia)
o' Tuber vrsta 2. genotip 3 (Spain, France) Variable and

geographically
Tuber vrsta 2, genotip 4 (Sloveria) ‘differentiated
Tuber vrsta 2. genotip 2 (Siovenia, Italy) species
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Tuber wsta 2, genotip 5 (Siovenia)

= Tuber malengonil (Spain, Portugal) Species with
Tuber sestivum (Siovenia, Hungary, France, Spain)l ~  jow
— Tuber mesentencum (Slovenia, italy) intraspecific
and wide
Tuber magnatum (Sloversa, Croatia, ltaly, Sertxa) distribution

Filogenetska analiza in geografska distribucija genotipov (filogeografija).
Phylogenetic analysis and geographic distribution of genotypes (phylogeography).

Slika 1: Shematski prikaz izhodnih podatkov in analiz v filogeografiji.
Figure 1: Data and analyses in the phylogeography approach.
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gabri (Carpinus spp.). Poledeniske migracijske poti hrastov
so jasno diferencirane glede na obmodja refugijev zadnje
poledenitve in smo jih povzeli po Petit in sod. (2002) in
Ferris in sod. (1998). Za razliko od hrastov je geografska
razporeditev haplotipov belih gabrov (Carpinus betulus in
C. orientalis) manj ugodna za pojasnjevanje dobljenih filo-
genetskih rezultatov, saj vedji del vseh razpolozZljivih vzor-
cev iz rodu Tuber izvira iz obmodja enega prevladujoCega
haplotipa obeh vrst. Poleg tega rod danes ni razsirjen na
Pirenejskem polotoku, kot enem od obmodij ledenodob-

nih zatocis¢ (Grivet in Petit, 2003).

REZULTATI IN DISKUSIJA

FILOGEOGRAFIJA - SHEMATSKI PREGLED METO-
DE IN REZULTATI ANALIZZA ROD TUBER

Filogeografski pristop nam poleg povezovanja genetskih
in geografskih podatkov omogoca testiranje Stevilnih hi-
potez, vezanih na sorodstvene odnose, porazdelitev vrst in
mehanizmoy, ki vodijo speciacijo in posredno navezovanje
na razlage vplivov geologije, klime itn., na biotsko raznovr-
stnost analizirane skupine (Hickerson in sod., 2010). Infor-
macije in nukleotidna zaporedja smo analizirali z izbranim
filogenetskim pristopom in izdelali filogenetsko drevo, ki
prikazuje sorodstvene odnose v rodu in znotrajvrstno pe-
strost nekaterih morfolosko stabilnih vrst (Slika 1).

Analizirane vrste izhajajo iz treh glavnih podrodij ledeni-
skih refugijev (Apeninski, Balkanski in Pirenejski polotok)
in poledeniskih migracijskih poti v centralni in juzni Evro-
pi. Najvedjo filogenetsko diferenciacijo kaze vrsta Tuber
sp. 1, znotraj katere na osnovi analiziranih nukleotidnih
zaporedij obstaja pet razlicnih koncnih grozdov, od kate-
rih trije sovpadajo z ledeniskimi refugiji in poledeniskimi
migracijami hrastov. Diferenciacija znotraj morfoloske
vrste Tuber sp. 2 je manj znacilna, locita se le dve skupini
genotipov, prva omejena na Balkanski polotok in druga,
ki sega od Slovenije preko vecjega dela zahodne Evrope.

SOMIGRACIJE EKTOMIKORIZNIH GLIV IN DREVE-
SNIH PARTNERJEV

Migracijske poti rastlinskih vrst v zacetku holocena, pred-
vsem po zadnji ledeni dobi, so relativno dobro znane,
tako na osnovi palinoloskih raziskav, kot tudi iz znacilne
geografske razporeditve genotipov (haplotipov) anali-
ziranih vrst (Adams in Faure, 1997, Randi, 2007; Ballian in
sod., 2006). Za razliko od drevesnih partnerjev je manj
znanega o pomenu in (so)migraciji glivnih partnerjev v
ektomikorizi (Wilkinson, 1998). Dogodki, ki bi lahko pripe-
ljali do diferenciacije gliv na genetskem nivoju med posa-
meznimi refugiji in kasneje migracijskimi potmi, so:

« Umikanje termofilne in zmerne vegetacije z ektomi-

koriznimi glivami v juzne predele Evrope, pretezno na
hribovite dele polotokov, kjer se je ohranila v refugiju v
Casu mlajSega driasa, pred ca. 10.500 leti (Randi, 2007)

« ZmanjSevanja pestrosti in Stevila drevesnih in predvi-
doma tudi ektomikoriznih partnerjev v casu ledene
dobe. Tako je v obdobju mlajsega driasa (10.500-6.000
pr.ns.) prislo do t.i. ozkega grla (Adams in Faure, 1997),
kar so dokazali pri ektomikorizni vrsti Tuber melano-
sporum (Murat in sod., 2004).

« Po umiku ledu konec mlajsega driasa, in najkasneje do
ca. 5.000 let pr.n.$,, so se preziveli genotipi rastlin in nji-
hovih partnerjev v ektomikorizi postopno zaceli vraca-
ti v ponovno ugodna rastisa osrednjih delov Evrope,
predvsem v smeri SV in SZ (za primer hrastov glej Petit
in sod., 2002), dokler niso dosegli danasnje razsirjenosti
(Dawson, 1996).

« Na obmogjih, kjer so se migracijske poti krizale ali me-
Sale, je prislo do pojavljanja vecjega Stevila genotipov
iste vrste. Posledica me$anja je velika bioloska razno-
vrstnost teh obmocij (Myers in Cowling, 1999). Podro-
¢je Slovenije je tak primer vroce tocke (Mrsi¢ in Gantar,
1997) za nekatere vrste ektomikoriznih gliv.

Rod Tuberje s stalis¢a biotske raznovrstnosti na obmocdju
juzne (Montecchi in Sarasini, 2000; Jeandroz in sod., 2008)
in jugovzhodne Evrope (Halasz in sod., 2005, Piltaver in
Ratosa, 2006; Marjanovi¢ in sod., 2009) dobro poznan in
v zadnjem desetletju zadovoljivo vzorcen, filogeografsko
pa je bila do sedaj opredeljena le vrsta Tuber melanospo-
rum (Murat in sod., 2004).

Filogenetska Studija je podprla predhodno opazene razli-
ke genov rRNK znotraj posameznih vrst (Pomarico in sod.,
2007, Jeandroz in sod., 2008, Marjanovi¢ in sod., 2009, Gre-
benc in sod., v pripravi). Korelacija z geografskim izvorom
je pokazala, da se nekatere vrste iz posameznega filoge-
netskega grozda znacilno pojavljajo vzdolz razporeditve
enega od haplotipov hrastov (Slika 2). Rezultati potrjujejo
predhodno opazena razporejanja genotipov za vrsto Tu-
ber melanosporum, kjer so avtorji uspeli povezati migra-
cijske poti haplotipov hrastov in genotipov gomoljike na
podrocju Francije in severne Italije (Murat in sod., 2004).

Kot zanimivo obmoc¢je mesanja dveh razli¢nih filogenet-
skih tipov obeh variabilnih vrst se je pokazalo obmogje
Slovenije, predvsem prehodni del med Dinarskim in Su-
bmediteranskim podroc¢jem. Dobljeni rezultati potrjujejo
predvidene dogodke v preteklosti, vklju¢no s poledeni-
skimi migracijami, saj velika molekularna pestrost (Gre-
benc in sod. v pripravi) nakazuje na moznost krizanja
oziroma mesanja dveh migracijskih poti na tem podrodju.
To daje omenjenemu obmocdju dodatno vrednost s stali-
$Ca biotske raznovrstnosti. Poznavanje genetske pestrosti
in funkcionalne povezave glivnih in rastlinskih genotipov
sta nujna tudi za uspeSno obnavljanje gozda, usmerje-
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@ genotip 1 (Balkan) :
@genotip 2 (Apenini)
Ogenotip 3 (Pireneji)
Ogenotip 4,5 (Slovenija)

Slika 2: Geografska distribucija genotipov variabilnih vrst iz rodu Tuber, glede na poledeniske migracijske
poti hrastov (povzeto po Petit in sod., 2002). Krogi predstavljajo genotipe in podrocje vzoréenja trosnjakov.
Figure 2: Geographic distribution of genotypes from the variable tuber species in regard to the postglacial migration
of oak haplotypes (adapted from petit et al., 2002). Dots represent genotype and the area of ascocarp sampling.

no sajenje, dolgoroc¢no stabilnost gozdnega ekosistema
in koncno tudi kot usmeritev pri morebitnem nacrtnem
gojenju drevesnih in glivnih partnerjevv simbiozi z name-
nom pridelave gliv.

ZAHVALE

Vecino uporabljenih sekvenc smo povzeli po ¢lankih Mar-
janovic in sod., 2009 in Grebenc in sod., (v pripravi). Vsem
soavtorjem se najlepse zahvaljujemo za moznost upora-
be podatkov. Analizo in pripravo publikacije so sofinan-
cirali projekti EUREKA E!3835 EUROAGRI- CULTUBER "Im-
provement of truffle cultivation via novel quality control,
soil analysis and inoculation methods", SYNTHESYS ES-
TAF-1729, CRP »Konkurencnost Slovenije 2006-2013« V4-
0492 (ARRS in MKGP) in Raziskovalni program P04-0107
»Gozdna biologija, ekologija, tehnologija« v okviru ARRS.
Andreju Verli¢u se zahvaljujemo za tehnicno pomoc pri
urejanju besedila.
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