SZAKMAI BESZAMOLO

Vetésforgok hatasa az arbuszkularis mikorrhiza gombak (AMF) diverzitasara kukorica
kulturakban c. palyazathoz

OTKA-K-101878

Kutatasunk a kukorica monokulturdban végzett, szervetlen miitragydzds AM gombak
diverzitasara gyakorolt hatdsanak (SASVARI és POSTA 2010, SASVARI et al. 2011)
folytatasaként, annak kibdvitésére iranyultak, Kiterjesztve azt a talaj mikroba-k6zosségek faji
diverzitasinak megismerésével.

Novény- és talajmintaink az 1961-ben Gyoérffy Béla és munkatarsai altal az MTA
Mezogazdasagi Kutatointézet kisérleti teriiletén, Martonvasaron beallitott Vetésforgd vs.
monokultara tartamkisérletb6l szarmaztak. A tartamkisérletek talaja a szantott rétegben
enyhén savanyu, felvehetd foszforral gyengén és kaliummal jol ellatott humuszos valyog,
tipusa erddmaradvanyos csernozjom. A vetett kukorica Norma SC hibrid, az dszi buza Mv
Magvas.

A mintavételt 2012. julius 3-an végeztiilk. Kukorica monokultirabol (CR1), valamint a 3 év
lucerna/5 év kukorica (CR3) és a 2 év buza/2 év kukorica (CR5) vetésforgokbol a Norma SC
hibridkukorica novények gyokereit és rizoszféra-talajait, a Norfolk tipusa (CR7)
vetésforgdbol az Mv Magvas 6szi biza novények gyokereit és rizoszféra-talajait gyiijtottiik
be, 6 (2x3) ismétlésben. A talajmintadkat (3 talajfurat 1 ndvény koriil 6sszerakva = 3 ,,pooled”
talajminta/parcella = 6 ,,pooled” talajminta/rotacios rendszer = Gssz. ,,24 pooled” talajminta) a
laborba érkezéskor azonnal 4 “C-ra helyeztiikk. A gyokérmintakat (3 novényi gyokér/parcella
= 6 novény/rotacios rendszer = Osszesen 24 ndvényi gyokér) a laborba érkezéskor azonnal
mostuk, majd elvégeztilk a DNS izolalast, valamint a gyokerek egy részének tinta-ecetsavas

festését. A maradék gyokérmintakat -20 °C-on taroltuk.

Mikorrhiza populdcié(talaj, gyokér) molekularis jellemzése nested PCR maodszerrel

Az AM gombak LSU rDNS-ének részleges felszaporitasa két 1épésben, un. nested-
PCR-rel tortént, melynek elsé reakcidjaban az LR1-NDL22 eukaridta specifikus primereket
(van TUINEN et al. 1998a,-b), masodik korében pedig a 28G1-28G2 AM gomba
(Glomeromycota) specifikus (da SILVA et al. 2006) inditoszekvenciakat alkalmaztunk.
Osszesen 10x96 = 960 klon (480 talaj-, 480 gydkérmintabol szarmazé klon) nukleotid-

sorrendjének meghatarozasat végeztilkk el (Beckman Coulter Genomics), melybdl 815



szekvencia  bizonyult arbuszkularis mikorrhiza (AM) gomba (Glomeromycota)
szekvencianak. Ezek koziil 421 szekvencia a gyokérmintakbol szdrmazott, 394 szekvencia a
talajmintakbol.

A kutatdsi projekt harmadik évében elvégeztiik a kapott Glomeromycota rDNS szekvencidk
Osszehasonlitdsit az NCBI nukleotid szekvencia adatbazisdban (GenBank) tarolt
szekvencidkkal, valamint tobbszords szekvencia illesztést és filogenetikai elemzést végeztiink
az azonositott gombak taxonomiai kapcsolatainak feltdrasara. Ennek eredménye a 1. dbran
lathato. A 815 Glomeromycota szekvencia elemzése soran 29 MOTU-t sikeriilt
elkiiloniteniink, melyek mindegyike a Glomeraceae csalddhoz tartozott. A filogenetikai
elemzés alapjan a ndvényi gyokérbol meghatarozott szekvenciak 73,1%-a, a talajbol
meghatarozott szekvenciak 28%-a a Rhizophagus nemzetséghez volt sorolhatd. A masodik
legreprezentativabb AM gomba nemzetség a Funneliformis nemzetség volt, melybe a gydkér
eredetli szekvenciak 8,1%-a, a talaj eredetii szekvencidk 15,2%-a tartozott. Ezt kovette
csokkend sorrendbe a Septoglomus nemzetség (7,6% gyokérbol; 6,7% talajbol), a Dominikia
nemzetség (3% - gyokérbol és 5,2% - talajbol), a Sclerocystis (2,3% és 4%), majd a
Kamienskia nemzetség (0% és 2,5%). A maradék szekvencia a sensu lato Glomus
nemzetségéhez (sensu lato Glomus 1-4 csoport), a Glomeraceae csalad bizonytalan
rendszertani pozicidval rendelkezé nemzetségéhez tarozott.

Meghataroztuk az AM gomba filotipusok %-os eloszlasat, kiilon a talajra, kiilon a
novényi gyokerekre vonatkoztatva (2. abra). Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a
névényi gyokerek AM gombako6zdsségének dominans alkotoi (kivéve az R11-es mintat) a
Rhizophagus nemzetség tagjai voltak, melyeknek aranya a kukorica monokultaratol (CR1) a
Norfolk tipust rotacidig (CR7) novekedett. A két parcella (P1 és P2) atlagat tekintve ez a
novekedés az aldbbi szdzalékos aranyokkal volt leirhato: A kukorica monokultaraban 49%,
kukorica-lucerna rotacioban 74%, kukorica-buza rotacidoban 75% és a Norfolki-négyes
rotacioban 93,5%. A talajok AM gomba kozdsségeinek eloszlasa egyenletesebb volt, mint a
gyokereké. A sensu lato Glomus 4-es csoportjanak jelenléte a talajok esetében jelentésebb

volt, mint a gyokerekben.
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1. abra. A 94.7%-o0s hasonlosagi szinten elkiilonitett 29 MOTU reprezentans
Glomeromycota LSU rDNS szekvencia alapjan, Maximum Likelihood médszerrel
késziilt torzsfa 31 referencia szekvencia bevonasaval.
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2. abra. Az azonositott AM gomba filotipusok % -os eloszlasa.
Jelolésrendszer: R-gyokér; S-talaj; 1. szam: 1-CR1, 3-CR3, 5-CRS és 7-CR7 mintak;
2.szam: 1-1.Parcella, 2-2. Parcella

A kiilonboz6 rotacios rendszerek AM-gomba kozosségeinek Osszehasonlitisahoz a
biodiverzitasi indexeket hasznaltuk, az eredmények statisztikai elemzését is elvégeztik. A
nemparaméteres fajszambecslé gorbéket (ACE ¢és Chaol), a ritkasagi un. ,rarefaction”
gorbéket, a Shannon-Wiener diverzitas index (H”) értékeket Mothur programmal hataroztuk
meg 97%-os hasonlosagi szinten. A kiilonboz6 termesztési rendszerek kozott az atlagos
becsiilt MOTU-k szama alapjan érdekes ellentétes sorrendet allitottunk fel a talajok (névekvo
AM gomba diverzitas a monokultaratdl a Norfolki négyes rotacidig; 9,5-t6l 15,3-ig) ¢és a
gyokerek (csokkend AM gomba diverzitas a monokultiratél a Norfolki négyes rotacioig;
16,516l 6,4-ig) AM gombakdzdsségeinek diverzitdsara vonatkozoan. A Shannon-Wiener
diverzitas index értékek alapjan a CR1>CR5>CR3>CR7 sorrendet allitottuk fel a gyokerek, és
CR5>CR1>CR3>CR7 sorrendet a talajok AM gomba kozosségeire.

A vizsgalati talajok bakérium-kozosségének feltérképezése
A talaj mikroba-kozosségek diverzitasat terminalis hasitasi fragmenthossz

polimorfizmus (Terminal Fragment Length Polymorphism; T-RFLP) segitségével végeztiik.



A kiilonb6z6 rotacios rendszerek talajaiban talalhaté baktériumok 16S rDNS génjeinek
polimorf fragmentjeit a Phusion Bacterial Profiling Kit fluoreszcensen*® jelolt primerei (5'
AGA GTT TGATCC TGG CTC AG 3' -kék*; és 5' CCG TCA ATT CCT TTR AGT TT 3' -
sarga™) segitségével PCR reakcio soran amplifikaltuk a gyart6 utasitasai szerint.

Az amplifikalt 16S rDNS fragmenteket Mspl (C’CGC) és HinP1I (G’CGC) restrikcios
endonukleazokkal hasitottuk, hogy maghatarozzuk a molekularis ujjlenyomat mintdzatukat. A
kapillaris futtatast (12 futtatas/rotacidos rendszer: 3 talaj DNS/parcella; 2 parcella/rotacios
rendszer; 2 ismétlés) az ABI PRISM® Genetic Analyser (Applied Biosystems) 3100-as
modellén végeztiik GeneScan™ LIZ ® 1200 méretmarkerrel. A kromatogramok kiértékelését
Peak Scanner™ 1.0 szoftverrel végeztiik.

A parhuzamos mintakbdl szarmazo futdsok csucsainak atlagoltasa T-Align programban 0,5
konfidencia intervallummal tortént. A kapott adatmatrixot standardizaltuk, hogy a csucsok
dsszteriilete egy futdson beliil elérje a 100%-ot. Osszesen 99 kiildnbzd terminalis restrikcids
fragmentet (T-RF) talaltunk. Az atlagos T-RF gazdagsag 48,4 volt. A heterogenitas (Béta
diverzitas) alacsony volt, 1,04. A CR1 talajminta atlag T-RF szama —,,fajgazdagsaga”: 52,00;
a CR3: 55,50; a CR5: 54,83 ¢és a CR7 talajmintaké a legalacsonyabb: 33,66. volt (3. abra).
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3. abra. A Kiilonb6z6 rotaciés rendszerekbél meghatirozott baktérium T-RF szamai.



Az egyes mintdkra diverzitds indexeket szadmoltunk Ecological Evenness Calculator
programmal. A Shannon-Wiener diverzitas index értékek (H’ 2,68-2,84) alapjan a
CR3>CR5>CR7>CRI1 sorrendet allitottuk fel a talajok baktérium kozosségeire. A T-RFLP
ujjlenyomatok egymastol elvald csoportjainak felismerése végett Bray-Curtis hasonldsagi
index alapjan csoportatlag elemzést (UPGMA) végeztiink hierarchikus osztalyozas keretében.
Az egyes rotacids rendszerek ismétlései mind egy klaszterbe keriiltek, a klaszterek kozott a
legkisebb tavolsdg pedig a CR3 és a CRS rotacio kozott mutatkozott. A Norfolki négyes
rotacid (CR7) mutatta a legkisebb hasonlosagot a tobbi kezeléssel.

A palyazat 4 honappal torténd meghosszabbitasara engedélyt kaptunk (EIK-
5641/2014.10.10), melyet eredményeink publikalasara hasznaltunk fel. Az elfogadasrol szolo
nyilatkozatot mellékletként csatoltuk. A dologi koltségek fennmarado részét is hosszabbitas
alatt hasznaltuk fel, melynek oka, hogy a kordbban mas forrasbol fedezett tartalékot

visszaszolgaltattuk.
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