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Glive predstavljajo klju¢no povezovalno biotsko komponento med elementi
gozdnega ekosistema, predvsem med viri hranil in drevesnimi partnerji v simbiozi —
ektomikorizi. Spremenjene razmere v okolju, zaradi naravnih sprememb ali
¢lovekovih vplivov se odrazajo tudi na ektomikorizi. V poskusu smo spremljali
pojavljanje ektomikoriznih gliv na sadikah bukve v rizotronih pri $tirih razli¢nih
temperaturnih pogojih (15-25° C, 15-25° C ob hlajenju korenin, 30-50° C, zunanja
temperatura zraka v Ljubljani). Za kar najbolj ucinkovito doloCevanje tipov
ektomikorize smo uporabili kombiniran pristop doloCevanja po anatomsko
morfoloskih lastnostih tipov, dolo¢evanje s primerjavo pomnoZenih nukleotidnih
zaporedij 1TS1-5.8S rDNK-ITS2 ribosomalne regije z javno dostopnimi bazami
GenBank in metodo izrisovanja filogenetskih dreves. Skupaj smo identificirali 7
tipov ektomikorize na sadikah bukve. Rezultati vzor€enja ektomikorize so pokazali,
da je pestrost ektomikoriznih tipov razli¢na glede na temperaturni reZim okolja rasti

sadik v rizotronih.
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Fungi represent the key biotic link between the sources of mineral nutrients and
symbiotic, predominantly ectomycorrhizal tree partners in forest ecosystems.
Changes in the environment caused by natural changes or human influence are
reflected in ectomycorrhiza. We have monitored the occurrence of ectomycorrhizal
fungi on beech seedlings growing in rhizotrones at four different temperature
regimes (at 15-25° C, at 15-25° C with cooling of roots, at 30-50° C, exposed to the
outside air temperature in Ljubljana). The combination of morphological and
anatomical characteristics, identification of types of ectomycorrhiza by comparing
sequences of the 1TS1-5.8S rDNK-ITS2 ribosomal region with the ones obtained
from publicly available databases (GenBank) and construction of phylogenetic trees
were used to achieve the best possible identification of ectomycorrhizal types. We
identified seven types of ectomycorrhiza on studied beech seedlings. The results
have shown that diversity of ectomycorrhizal types varied according to the

temperatures in the environment, where the seedlings were grown.
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izdelali s programom jModelTest 0.1

Priloga B1: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Laccaria izra¢unali s programom
JModelTest 1.0, z izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev
kriterij informativnosti (AlCc-Akaike Information Criterion corrected )

Priloga B2: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Peziza izracunali s programom
JjModelTest 1.0, z izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev
kriterij informativnosti (AlCc-Akaike Information Criterion corrected )

Priloga B3: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Scleroderma izracunali s programom
JModelTest 1.0, z izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev
kriterij informativnosti (AlCc-Akaike Information Criterion corrected )

Priloga B4: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Leptodontidium izracunali s
programom jModelTest 1.0, z izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen
Akaikejev kriterij informativnosti (AlCc-Akaike Information Criterion corrected ).

Priloga B5: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Tuber izracunali s programom
JModelTest 1.0, z izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev
kriterij informativnosti (AlCc-Akaike Information Criterion corrected )

PRILOGA C

Dendrogrami, ki smo jih konstruirali v programu PAUP 4.0B10, po metodi BioNJ.
Priloga C1: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Laccaria izracunali s programom
jModelTest 1.0, z izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev
kriterij informativnosti (AlCc-Akaike Information Criterion corrected ). Filogenetsko drevo
smo konstruirali po metodi BioNJ (2000 Bootstrap).

Priloga C2: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Peziza izracunali s programom
jModelTest 1.0, z izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev
kriterij informativnosti (AlCc-Akaike Information Criterion corrected ). Filogenetsko drevo
smo konstruirali po metodi BioNJ (2000 Bootstrap).

Priloga C3: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Scleroderma izracunali s programom
jModelTest 1.0, z izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev
kriterij informativnosti (AlCc-Akaike Information Criterion corrected ). Filogenetsko drevo
smo konstruirali po metodi BioNJ (2000 Bootstrap).

Priloga C4: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Leptodontidium izracunali s
programom jModelTest 1.0, z izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen
Akaikejev kriterij informativnosti (AlCc-Akaike Information Criterion corrected ).
Filogenetsko drevo smo konstruirali po metodi BioNJ (2000 Bootstrap).

Priloga C5: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Tuber izracunali s programom
jModelTest 1.0, z izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev
kriterij informativnosti (AlCc-Akaike Information Criterion corrected ). Filogenetsko drevo
smo konstruirali po metodi BioNJ (2000 Bootstrap).

PRILOGA D

Pojavljanje tipov ektomikorize na sadikah bukve (Fagus sylvatica L.) v pilotnem
poskusu pri Stirih razli¢ni temperaturnih pogojih rasti

Priloga D1: Pojavljanje tipov ECM pri sadikah bukve, ki smo jih v pilotnem poskusu
izpostavili temperaturi 15-20° C in kjer predel korenin nismo dodatno ohlajevali (poskus 1).
V poskusu je 7 sadik odmrlo, 11 sadik je ostalo vitalnih. HebSac-Hebeloma sacchariolens.



Straus I. Tipi ektomikorize pri sadikah bukve (Fagus sylvatica L.) v rizotronih X|
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

SclAre-Scleroderma areolatum. LacPro-Laccaria proxima. Tub sp.-Tuber sp. PezOst-Peziza
ostracoderma. CenGeo-Cenococcum geophilum. LepOrc-Leptodontidium orchidicola. VVzorce
Hypocr-Hypocreales, Sebaci-Sebacinaceae in Heloti-Helotiales ne uvr§¢amo med
ektomikorizne.

Priloga D2: Pojavljanje tipov ECM pri sadikah bukev, ki smo jih v pilotnem poskusu
izpostavili temperaturi 15-20° C z dodatno hlajenim predelom korenin (poskus 2). V poskusu
je 15 sadik propadlo, 3 sadike so ostale vitalne. HebSac-Hebeloma sacchariolens. SclAre-
Scleroderma areolatum. LacPro-Laccaria proxima. Tub sp.-Tuber sp. PezOst-Peziza
ostracoderma. CenGeo-Cenococcum geophilum. LepOrc-Leptodontidium orchidicola. Vzorce
Hypocr-Hypocreales, Sebaci-Sebacinaceae in Heloti-Helotiales ne uvrs¢amo med
ektomikorizne.

Priloga D3: Pojavljanje tipov ECM pri sadikah bukvic, ki so bile v pilotnem poskusu
izpostavljene poviSani temperaturi (poskus 3). V poskusu so se vse sadike propadle. HebSac-
Hebeloma sacchariolens. SclAre-Scleroderma areolatum. LacPro-Laccaria proxima. Tub sp.-
Tuber sp. PezOst-Peziza ostracoderma. CenGeo-Cenococcum geophilum. LepOrc-
Leptodontidium orchidicola. VVzorce Hypocr-Hypocreales, Sebaci-Sebacinaceae in Heloti-
Helotiales ne uvrs¢amo med ektomikorizne.

Priloga D4: Pojavljanje tipov ECM pri poskusu 4 (kontrolni poskus) v sklopu pilotnega
poskusa. V poskusu je 8 sadik odmrlo, 10 sadik je ostalo vitalnih. HebSac-Hebeloma
sacchariolens. SclAre-Scleroderma areolatum. LacPro-Laccaria proxima. Tub sp.-Tuber sp.
PezOst-Peziza ostracoderma. CenGeo-Cenococcum geophilum. LepOrc-Leptodontidium
orchidicola. Vzorce Hypocr-Hypocreales, Sebaci-Sebacinaceae in Heloti-Helotiales ne
uvrs¢amo med ektomikorizne.
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ECM
ARSO
Tm
PCR
Bp
BLAST

dNTP
NCBI

DGGE
EDTA
TAE
TBE
APS
TEMED

MHB

CMN

OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Ektomikoriza

Agencija Republike Slovenije za okolje

Temperatura denaturacije zacetnega oligonukleotida

Verizna reakcija s polimerazo; angl. Polymerase Chain Reaction

bazni par

Basic Logical Alignment Search Tool (orodje za iskanje osnovnih logi¢nih
poravnav nukleotidnih ali aminokislinskih zaporedij)
2’-deoksinukleozid-5’-trifosfat(i)

National Center for Biotechnology Information (Drzavni center za
biotehnoloske informacije)

Poliakrilamidna elektroforeza v gradientu denaturantov; angl. Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis

Etilendiamin tetraocetna kislina; angl. ethylenediaminetetraacetate
Tris-acetat-EDTA

Tris-borat-EDTA

mikroliter

amonijev persulfat

N,N,N',N'Tetrametil-etilen-diamin

Bakterije v tleh, ki sodelujejo pri razvoju ektomikorize; angl. Mycorrhiza
Helper Bacteria

Mikorizna mreZza, ki jo tvori preplet hif mikoriznih gliv. Ektomikorizne glive,
ki so vkljucene v preplet, tvorijo mikorizo s Stevilnimi razli¢nimi vrstami
rastlin. Mikorizna mreza omogoca prenos ogljika in drugih hranil med

razli¢nimi gostiteljskimi rastlinami; angl. Common Mycelial Network
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1 UVvOD

Glive, ki tvorijo ektomikorizo z gozdnim drevjem, predstavljajo klju¢no povezovalno
komponento med viri hranil ter simbiontskimi rastlinami in tako bistveno pripomorejo
k delovanju ekosistema (Smith in Read, 2008). Za razumevanje delovanja in sledenje
morebitnim spremembam v opazovanem gozdnem ekosistemu je nujno poznavanje
vrstne sestave partnerjev v simbiozi (Kraigher, 1996). Spremembe v okolju, bodisi
naravne ali kot posledica ¢lovekove dejavnosti, se lahko hitro odrazajo pri makro- ali
mikrosimbiontih, naprimer pri glivah. V nasem delu smo zeleli ugotoviti vrste oziroma
vi§je taksonomske skupine gliv, ki tvorijo ektomikorizo (ECM) na izbranih sadikah
bukve v rizotronih in kako razli¢ne temperature v okolju vplivajo na pojavljanje in

pestrost ektomikoriznih gliv na sadikah bukve.

Zastavljene raziskovalne probleme smo reSeveli s Studijem pojavljanja tipov
ektomikorize z razlicnimi pristopi: z anatomsko morfolosko analizo tipov ektomikorize
na koreninskih sistemih sadik bukve ter potrditev identifikacije znanih oziroma
identifikacijo neznanih tipov ektomikorize z molekularnimi metodami in z izdelavo

dendrogramov.

V sklopu diplomskega dela, smo zeleli ugotoviti tudi, kako razli¢ne temperature v
okolju vplivajo na stopnjo olistanja pri bukvi, zato smo na sadikah bukve popisovali
fenofaze od marca do maja.

Delovne hipoteze
Pri svojem delu smo si zastavili naslednje hipoteze:

e Predvidevamo, da se bodo pri sadikah bukve, ki smo jih izpostavili razlicnim
temperaturam, pojavljali razliéni tipi ektomikorize. Znano je, da motnje v
ekosistemu lahko privedejo do sprememb v vrstni sestavi in Stevilu tipov

ektomikorize na obmocju, ki je pod stresom.
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e Na osnovi dejstva, da razlicni pristopi pri ugotavljanju pestrosti ektomikorize
pripeljejo do razli¢nih rezultatov, smo na izbranih sadikah bukve ugotavljali
pojavljanje tipov ektomikorize z ve¢ metodami: tipe ektomikorize na koreninah
smo identificirali z anatomsko morfoloSko metodo, z molekularnimi pristopi in

filogenetsko analizo.

e Predvidevamo, da bo pestrost ektomikorize najvecja pri sadikah bukve, ki smo jih
izpostavili temperaturi 15-20° C. Znano je, da je optimalna povpre¢na temperatura
za produktivnost in vitalnost bukve 8° C. Simbioza med dvema organizmoma bo
najbolj optimalna, ¢e bodo pogoji, v katerih uspevata oba simbionta, optimalni za

vsakega od njiju.

e Predvidevamo, da bo dodatno hlajenje koreninskega sistema za 4-5° C pri sadikah,
ki rastejo pri 15-20° C, vplivalo na sestavo zdruzbe in pestrost ektomikorize
vitalnih sadik bukve. Predvidevamo, da bo pestrost ECM, na koreninskih vrsickih

sadik bukve, ki jih nismo dodatno hladili, ve¢ja.

e Pri sadikah bukve, ki so ostale vitalne, pricakujemo vecjo pestrost ektomikorize,

kot pri odmrlih sadikah.

e Predvidevamo, da se ektomikorizne glive nahajajo tudi v substratu, v katerem so
posajene sadike bukve, pri katerih smo identificirali tipe ektomikorize. Z
elektroforetsko metodo DGGE (Gelska Elekroforeza v Gradientu Denaturantov)
smo zeleli potrditi, da se tudi ektomikorizne glive, ki smo jih dolo¢ili na
koreninskih sistemih sadik bukev (Fagus sylvatica L.), pojavljajo v substratu, v

katerem so sadike posajene.

e Na osnovi dejstva, da temperatura okolja vpliva na prekinitev dormance pri
rastlinah in s tem na zacetek prenosa asimilatov do razli¢nih porabnikov, smo na
sadikah bukve popisovali fenofaze olistanja. Predvidevamo, da bodo najprej
olistale sadike, ki smo jih izpostavili poviSani temperaturi, sledile bodo sadike
kontrolnega poskusa. Kot zadnje bodo olistale sadike, ki smo jih izpostavili

temperaturi 15-20° C in dodatnem hlajenju koreninskega sistema.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 MIKORIZA

Med razli¢nimi komponentami organizmov, ki zivijo v tleh, poteka Sirok nabor interakcij
(na nivoju organizmov in populacij). Mnoge interakcije so kratkotrajne in posamicne, spet
druge so stabilne. V preglednici 1 so povzeti na¢ini biotskih interakcij, ki so znadilne za

organizme, ki zivijo v tleh (Killham, 1994).

Preglednica 1: Pregled odnosov med organizmi (biotskih interakcij) (povzeto po Killham, 1994: 63).
INTERAKCIJA DEFINICIJA

SIMBIOZA Odnos med dvema organizmoma ali dvema

populacijama, ki je stabilen ¢e ne prihaja do sprememb v

okolju.
(1) Mutualizem Oba partnerja imata korist.
(2) Protokooperacija Oba partnerja imata korist, vendar sodelovanje ni nujno

za njun obstoj.

(3) Neutralizem Noben od obeh partnerjev nima koristi.
(4) Komenzalizem Eden od partnerjev ima korist, medtem ko je drugi
neprizadet.
(5) Antagonizem V odnosu ima $kodo eden ali oba partnerja.
(a) Kompeticija Dve vrsti tekmujeta za en omejujo¢ dejavnik v okolju.
(b) Amenzalizem Ena vrsta v okolju je inhibirana s toksini, ki jih v okolje

sprosca druga vrsta.
(c) Predatorstvo Prehranjevanje organizmov (plenilec) =z drugimi
organizmi (plen) v okolju.
(d) Parazitizem Organizem pridobiva hranilne snovi iz zivega tkiva na
racun drugega organizma.
(6) Sinergizem Povezava pri kateri zdruzena aktivnost presega stopnjo

individualne aktivnosti.
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Stalno simbiozo med koreninami in hifami je Frank leta 1885 imenoval mikoriza (gr.
mukes — gliva, rhiza — korenina) in jo definiral kot glivno korenino, ki deluje kot organ za
sprejemanje vode in hranil (Kraigher, 1996; Smith in Read, 2008). Mikoriza, ne korenine,
je glavni organ za privzem hranil v rastline. Na osnovi te trditve lahko razlozimo tudi
razvoj prvih kopenskih rastlin, ki so imele slabo razvite prave korenine. Te so bile
kolonizirane s hifami gliv, ki so tvorile vezikle in arbuskule podobne tistim, ki jih danes
tvori arbuskularna mikoriza. ReCemo lahko, da je bila kolonizacija kopnih povrSin
pogojena z razvojem simbiontskih organizmov (Smith in Read, 2008). Poznavanje
mikoriznih tipov, njihove vrstne sestave in Stevil¢nosti, je NUjno potrebno za razumevanje

delovanja naravnih ekosistemov (Kraigher in sod., 1996).

2.2 OBLIKE MIKORIZE

Poznamo razli¢ne oblike mikorize (Smith in Read, 2008), ki jo delimo glede na nadin stika
med glivo in rastlino ter specificnega gostitelja: arbuskularno mikorizo, ektomikorizo,
ektendomikorizo, arbutoidno mikorizo, monotropoidno mikorizo, erikoidno mikorizo ter
orhidejsko mikorizo. V preglednici 2 so zbrani podatki o lastnostih posameznih oblik
mikorize (Smith in Read, 2008; Read in sod. 2004).
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Preglednica 2: Oblike mikorize s skupinami gliv, ki vstopajo v posamezno obliko, skupine rastlinskih

partnerjev, izbrane znacilnosti in splosno geografsko pojavljanje posamezne oblike. Povzeto po podatkih v

Smith in Read, 2008: 5; Read in sod., 2004: 1245, Read, 1991.

SKUPINE SKUPINE LASTNOSTI SPLOSNA

RASTLINSKIH GLIVNIH OBLIKE MIKORIZE | GEOGRAFSKA

PARTNERJEV PARTNERJEV RAZPOREDITEV
ektomikoriza golosemenke, Ascomycota, plas¢ hif na povrSini | zmerni in borealni

kritosemenke

Basidiomycota
(Glomeromycota)

korenine,  Hartigova
mreza hif, ki prodirajo
med celice primarne
skorje do endoderma

gozdni ekosistemi

arbuskularna
mikoriza

golosemenke,
kritosemenke,

nekatere praproti in
mahovi; 80 % vseh
kopenskih rastlin

Glomeromycota

tvorijo arbuskule
(grmicke) znotraj celic
primarne skorje

gostiteljske rastline

zmerni in tropski
travni$ki  sistemi,
tropski  gozdovi,
aridne in
puscavske zdruzbe

ektendomikoriza

golosemenke

Ascomycota
Basidiomycota

in

tvorijo intracelularne
hife in  Hartigovo
mrezo

/

erikoidna Ericales,  nekateri | Ascomycota klop¢i¢i hif znotraj | borealni ekosistemi
mikoriza mahovi (Hymenoscyphus | celic primarne skorje
in Oidiodendron)
arbutoidna Arbutus Basidiomycota klop¢i¢i  hif znotraj |/
mikoriza celic primarne skorje,
lahko tudi plas¢ hif na
povrsini korenine,
Hartigova mreza
monotropoidna | Ericales; rastline | Basidiomycota klop¢i¢i  hif znotraj |/
mikoriza brez klorofila celic primarne skorje,
Hartigova mreza
orhidejska orhideje Basidiomycota znacilno se pojavljajo |/
mikoriza propagule gliv v

semenu  rastlinskega
partnerja in klop¢ici
hif ~ znotraj celic
primarne skorje
korenin

Dve najpogostejsi obliki mikorize v zmernem pasu sta ektomikoriza in arbuskularna

mikoriza — endomikoriza (Smith in Read, 2008). Endomikorizo soustvarjajo neseptirane

filamentne glive iz poddebla Glomeromycotina (vrste iz rodov Endogene, Gigaspora,

Acaulospora, Glomus, Sclerocystis). Njihove hife lahko vstopajo v celice primarne skorje

korenin, kjer lahko tvorijo spirale, grmicke (arbuskule) in vezikle. Prevladujoca oblika
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endomikorize se imenuje arbuskularna mikoriza in se pojavlja pri veini (¢ez 90 %) vrst

rastlin (Smith in Read, 2008).

V ektomikorizi (ECM) gliva oblikuje strukturo, imenovano plas¢, ki obdaja korenine. Iz
plasca izras¢ajo v substrat hife ali rizomorfi. Hife lahko prodirajo med celice primarne
skorje, kjer tvorijo zapleten znotrajceli¢ni sistem, imenovan Hartigova mreza (Smith in
Read, 2008). Ta sega najve¢ do meje endoderma, nikoli v celice endoderma ali mednje in v
centralni cilinder. Glive, ki soustvarjajo to mikorizo, sodijo v poddebla Ascomycotina (npr.
Elaphomyces, Tuber,...), Basidiomycotina (Amanita, Hebeloma, Lactarius, Russula,
Scleroderma...) in Zygomycotina (Endogone) (Smith in Read, 2008) . Priblizno 3 % vseh
rastlin, predvsem gozdnih drevesnih vrst, je ektomikoriznih. Ektomikoriza nastopa pri

vrstah iz druzin Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae, Salicaceae idr.

Vsaka oblika mikorize je povezana z dolo¢enim ekosistemom in s talnim okoljem, ki se
razlikuje glede hitrosti dekompozicije, mineralizacije, dostopnosti hranil in dinamike
ekosistemov. Posamezne oblike mikorize so se razvijale vzporedno z razvojem
ekosistemov (Read, 1991). Specifi¢ni klimatski in edafski pogoji v okolju so vplivali na

klimazonalno razporeditev tako rastlin kot oblik njihove mikorizne simbioze.

Opazimo lahko, da se pojem mikoriza uporablja za poimenovanje mnogih simbiontskih
povezav med glivami in rastlinami, zato je pomembno, da skuSamo opredeliti, katere so
tiste posebne lastnosti, ki v kombinaciji tvorijo mikorizo. Te so stalna oblika, razvoj in
prisotnost v naravnih pogojih. Najbrz ima vsaka oblika mikorize svojo znacilno funkcijo,
zato pojem mikoriza ne pomeni, da imajo vse oblike nujno enako funkcijo oziroma, da

vsaka povezava gliva-korenina tvori mikorizo (Smith in Read, 2008).

2.2.1 Funkcije mikorize

Povezave med glivami in rastlinami so v naravi prej pravilo kot izjema, zato obstajajo
Stevilne definicije, ki opisujejo znacilnosti mikorize. En tip definicij opisuje mikorizo kot

vsako povezavo med glivo in rastlino, ne glede na smer ali na¢in oskrbovanja s hranilnimi
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snovmi. Druge definicije loCujejo razli¢ne nivoje mikorize, kot na primer mikorizo, v
kateri gliva oskrbuje rastlino s hranilnimi snovmi in mikorizo, kjer rastline od simbiontskih

gliv ne dobijo hranilnih snovi (Smith in Read, 2008).

V naravi so ektomikorizne glive (ECM) koristne za rast in razvoj dreves. Zanje so koristne
v mnogih pogledih, najpomembnejsa je oskrba dreves s hranili, ki so slabo dostopni.
Taksni so fosfor, nekatera hranila (Smith in Read, 2008) in dusik (Chalot in Brun, 1998).
Drevesa vzajemno oskrbujejo glive s sladkorji in tako tvorijo odnos, ki mu pravimo
mutualizem (Courty in sod., 2010; Smith in Read, 2008). Ektomikorizosfera, ki tvori zelo
specifi¢ne intersticijske prostore med tlemi in koreninami dreves, je naseljena z velikimi in
raznolikimi zdruzbami mikroorganizmov (gliv in bakterij), ki med seboj delujejo
spodbujajoce ali zavirajoce. Nekatere ektomikorizosferne bakterije konstantno spodbujajo
razvoj mikorize in jih zato imenujemo tudi mikorizne pomozne bakterije (MHB) (Frey-
Klett in Garbaye, 2005). ECM glive in bakterije ves ¢as sodelujejo tudi pri procesih

preperevanja in raztapljanja (Uroz in sod., 2009).

Funkcije mikorize lahko opredelimo na morfoloSkem, fizioloSkem in ekoloSkem nivoju
(Kraigher, 1996). Na morfoloskem nivoju lahko reCemo, da micelij mikoriznih gliv vpliva
na tip razraS¢anja in razporeditve korenin v tleh, na vec¢jo hitrost sprejemanja hranil na
enoto povrsine ter na ve€jo dostopnost manjSih kompartmentov v tleh. Micelij se razrasca
na velikih povrSinah in razdaljah, kar omogoca dostopnost ve¢jega volumna tal, vecjo
povrsino in dolzino absorbcijskih organov. Micelij gliv zmanjSa transportno pot med
korenino in tlemi. Plas¢ mikoriznih gliv lahko deluje kot mehanska prepreka pred vdorom
patogenih organizmov in toksi¢nih elementov v tleh (Kraigher, 1996). Na fizioloskem
nivoju je micelij mikoriznih gliv sposoben vezati mineralne snovi v tleh (Courty in sod.,
2010; Paradi in Baar, 2006), sprejemati organsko vezane oblike hranil (N,P), shranjevati
fosfate in druga hranila v glivnem plas¢u oziroma v veziklih arbuskularnih gliv, vezati ali
selektivno sprejemati toksi¢ne ione tezkih kovin, imobilizirati delovanje patogenih
organizmov v plas¢u (Paradi in Baar, 2006) in izloc¢ati antibiotike v mikorizosfero
(Kraigher, 1996). Micelij mikoriznih gliv ima velik pomen tudi na ekoloSkem nivoju.
Preko micelija mikoriznih gliv je mozen prenos hranil med osebki iste in razli¢nih vrst v

ekosistemu. Mikorizne glive sodelujejo pri Casovni in prostorski razporeditvi hranil v
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ekosistemu, hkrati pa vplivajo na raznolikost bioloskih komponent v gozdnih tleh in celem
ekosistemu (Kraigher, 1996). Mikorizne glive sodelujejo pri krozenju ogljika. Ogljik
dobivajo v obliki asimilatov od gostiteljske rastline in iz organskega materiala v tleh
(Courty in sod., 2010). Hife mikoriznih gliv tvorijo preplet, ki vkljucuje Sstevilne
ektomikorizne glive razli¢nih drevesnih vrst. TakSen preplet tvori skupno mikorizno mrezo
(CMN), ki omogoc¢a prenos ogljika in hranil med razli¢nimi gostiteljskimi rastlinami
(Simard in Durall, 2004). O pomenu skupne mikorizne mreze (CMN) v dinamiki skupnosti
rastlin, porocajo mnogi avtorji (Newman 1988; Perry in sod. 1992; Amaranthus in Perry,

1994, cit. po Courty in sod., 2010).

Vplivi ¢loveka in naravne spremembe lahko vplivajo na razvoj koreninskih vrSickov in s
tem na razvoj ektomikorize. Zato lahko sklepamo, da je ektomikoriza kazalec sprememb v
okolju (Cudlin in sod., 2007). Funkcionalna kompatibilnost in toleranca na stres je pri
ektomikoriznih tipih vrstno specifi¢na (Gianinazzi-Pearson, 1984, cit. po Kraigher, 1996).
Na podlagi tega lahko struktura ektomikorizne zdruzbe pripomore k razumevanju procesov
v gozdnih ekosistemih, hkrati pa jo lahko uporabimo kot bioindikator za ugotavljanje
onesnazenosti v gozdnih tleh (Kraigher in sod., 1996, 2007; Al Sayegh Petkovsek, 2004).
Onesnazevanje lahko vpliva na distribucijo mikoriznih gliv, med katerimi lahko nekatere
izginejo, medtem ko druge izkoristijo novo nastali manj kompetitivni stadij v zaradi
onesnazenja osiromaSenem gozdnem ekosistemu (Kraigher, 1996). Cenococcum
geophilum, predstavnik ektomikorize in indikator stresa v gozdnih sestojih (LoBuglio,
1999), se pogosteje pojavlja v obmogjih s povecano koncentracijo ozona v zraku (Grebenc
in Kraigher, 2007) in na obmocjih, kjer so rastline bolj izpostavljene svetlobi in poviSani
temperaturi (Zeleznik in sod., 2007). Grebenc in Kraigher (2007) dokazujeta tudi, da se pri
povecanem prepihovanju z ozonom, poleg vrste Cenococcum geophilum, podobno
obnasajo Se nekateri predstavniki ektomikoriznih tipov na bukvi, kot so Russula
ochroleuca, R. fellea, R. illota, Tuber puberulum, Lactarius sp. in Russula sp., medtem ko
se nekateri tipi mikorize pojavljajo izkljuéno samo na obmocjih s povisano koncentracijo
ozona (Fagirhiza fusca, F. setifera, Lactarius acris, Piceirhiza nigra). Na bolj sen¢nih
obmodjih se kot partner v ektomikorizi pogosteje pojavlja Genea hispidula (Zeleznik in
sod., 2007).
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2.2.2 Vplivi podnebnih sprememb na funkcije ektomikoriznih gliv

Courty in sod. (2010) poro¢ajo o spremenjenih funkcijah ektomikoriznih gliv z vidika
podnebnih sprememb. Izpostavili so tri to¢ke, ki bi lahko vplivale na ECM: vpliv na
gostiteljsko rastlino (dvig atmosferskega CO, in segrevanje ozracja), indirekten vpliv na
glivnega simbionta zaradi spremenjenega razporejanja ogljika iz rastlin (fotosinteza) in
direkten vpliv na simbiontske glive (kot sta segrevanje in dostopnost vode). V vecini
primerov velja, da nasteti faktorji delujejo v povezavi, zato bi vpliv posameznega faktorja

tezko dokazali.

Segrevanje ozracja vpliva med drugim na poveCan donos fotosinteze. Dodatni tok
ogljikovih hidratov tako povecuje rast koreninskega sistema (Norby in Luo, 2004). Visoke
temperature jeseni in pozimi povzrocijo, da ektomikorizne glive tvorijo trosnjake z zamudo
tako v tem letu, kot v naslednjem (Kauserud in sod., 2008). Malcolm in sod. (2008, cit. po
Courty in sod., 2010) ugotavljajo, da se respiracija nekaterih ektomikoriznih gliv, kot so
Cenococcum geophilum, Suillus sp. in Lactarius sp., zaradi poviSanih temperatur zmanjsa,

kar je presenetljivo, saj bi pricakovali, da se respiracija poveca.

Povecana koncentracija CO; v ozracju poveca tok ogljika po rastlini do korenin (Janssens
in sod., 2005), vpliva na spremenjeno dekompozicijo, strukturno sestavo in Stevilénost
nekaterih vrst ektomikoriznih gliv v tleh (Fransson in sod., 2001, cit po Courty in sod.,
2010), poveca respiracijo ECM gliv (Fransson in sod., 2007) in njihovo metabolno

aktivnost (Chung in sod., 2006).

Med drugim tudi dostopnost vode (suSa) vpliva na ECM glive. Rastline in ECM glive
imajo Stevilne mehanizme, s katerimi uravnavajo pomanjkanje vlage v tleh. Pomemben
sistem, ki omogoca uspeSen nadzor nad prehajanjem vode, tvori kontinuum med tlemi,
micelijem, koreninami in prevajalnimi elementi v rastlini, do listnih reZ in potem v zraku
okoli le-teh (Mushin in Zwiazeck, 2002). ECM glive razli¢no vplivajo na vodni status v
rastlinah. Znan je primer, da rastlina bolj pogosto razvije simbiozo s C. geophilum tam,

Kjer je nizek vodni potencial v tleh, kot s katero drugo glivo npr. Lactarius subdulcis, ker ji
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ta predvidoma omogoca vecjo moznost prezivetja v ¢asu ekstremnih su$ (di Pietro in sod.,
2007; Paradi in Baar, 2006). Drevesa pomanjkanje vode reSujejo z zapiranjem reZ in
zmanjSano asimilacijo CO,, kar vpliva tudi na man;jsi pretok ogljika do ECM gliv v
koreninah. To lahko povzroci propadanje ECM gliv in velike spremembe v njihovi sestavi.
Courty in sod. (2010) ugotavljajo tudi, da je bil do sedaj pomen ECM gliv v povezavi s
Klimatskimi spremembami nekoliko zapostavljen, in da bo v prihodnje potrebno narediti

veé Studij v tej smeri.

2.2.3 Pestrost ektomikorize

Vsaka vrsta drevesa lahko tvori simbiontske povezave z ve¢ sto glivnimi vrstami, medtem
ko lahko nekatere ECM glive tvorijo simbiozo z vsakim gostiteljskim organizmom, ki
lahko tvori simbiontske povezave, spet druge so specifi¢ne za doloc¢en rod ali celo vrsto.
Funkcionalna kompatibilnost, fiziologija in toleranca na razli¢ne stresne dejavnike je
vrstno specificna. Zato je poznavanje ECM tipov, njihove vrstne sestave in Stevil¢nosti,
nujno potrebno za razumevanje delovanja gozdnih ekosistemov (Kraigher in sod., 1996;
Kraigher, 1999).

Ektomikorizo najpogosteje identificiramo na osnovi morfoloskih, kemijskih in anatomskih
lastnosti ektomikorizne korenine, glivnega plas¢a in Hartigove mreze (Kraigher, 1996) s
primerjavo z ze znanimi opisi iz literature. Le redko pa z uporabo te metode dolo¢imo
glivnega partnerja do vrste (na primeru ektomikorize smreke glej Kraigher, 1996;
Kraigher, 1997; na primeru bukve Brand, 1991; Grebenc, 2005), saj za $tevilne vrste, ki
domnevno tvorijo ektomikorizo, $e ni ustreznih opisov. Zato danes za doloCanje kar
najvecjega Stevila tipov ECM do vrste ali vsaj rodu izvajajo analize ITS regij v jedrni
ribosomalni DNK (White in sod., 1990, cit. po Grebenc, 2005; Kraigher in sod., 1995;
Grebenc, 2005; Courty in sod., 2010). Poleg jedrnih genov so posamezni raziskovalci v

PCR pomnozevali tudi mitohondrijske gene (Glen in sod., 2001, cit po Grebenc, 2005).

Vrstna sestava, raznolikost in fiziologija mikoriznih gliv se razlikuje glede na sukcesijsko
fazo gozdnih sestojev (Last in sod., 1987, cit. po Kraigher, 1996). Paradi in Baar (2006) sta
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izvajala analizo pestrosti ECM na vrbi (Salix sp.) in sicer na treh ploskvah ob reki Waal
(Nizozemska), z razli¢no starostjo gozdov-10, 20 in 60 let. Analize so pokazale, da je
najvecja pestrost ECM na 10 letnih vrbah, manjSa na 20 letnih in najmanjSa na 60 letnih
vrbah. Ugotovila sta tudi, da je vecji delez ECM gliv na obmocjih z nizko koncentracijo
hranil in baziénem pH prsti, ter da redke ECM glive lahko prezivijo ostre spremembe

pogojev, ki nastajajo zaradi poplav in suse.

Populacija ECM gliv je torej taksonomsko in funkcionalno zelo raznolika. Razlog za
tak$no raznolikost je tudi v tem, da so tla zelo heterogen habitat, ki se nenehno spreminja.
Taksen habitat zahteva veliko razli¢nih ekoloskih ni§, katerih prostorska ureditev se v ¢asu

dinamiéno spreminja zaradi prilagajanja okolju (Courty in sod., 2010).

2.3 NACINI IDENTIFIKACIJE GLIV V EKTOMIKORIZI

Za identifikacijo mikorizne glive s posameznim partnerjem je nujna prisotnost treh
strukturnih komponent: plas¢, ki obdaja koreninski vrsicek, Hartigova mreza, ki se razrasca
med epidermalnimi in kortikalnimi celicami ter izhajajoci elementi, ki tvorijo pomembne
povezave s tlemi in s sporokarpom glive, ki tvori ECM (Smith in Read, 2008). Tipe
ektomikorize lahko opisujemo z anatomsko-morfoloskimi metodami in z molekularnimi
metodami. Anatomske metode so zelo zamudne, poleg tega je pri nekaterih tipih
ektomikorize po anatomskih znacilnostih nemogoce ugotoviti vrsto glive, mogoca je le
dolocitev rodu ali $irSe skupine gliv s podobnimi anatomskimi zna¢ilnostmi — ektomikoriza
je vegetativni organ, taksonomija vi§jih gliv pa sloni predvsem na anatomiji generativnih

organov - trosnjakov, trosis¢ in trosov (Kraigher, 1996).

2.3.1 Dolocevanje ektomikorize na osnovi morfoloSkih in anatomskih struktur

plasca

Ze zgodaj se je pojavila teznja po klasifikaciji tipov ektomikorize, kar bi omogo¢ilo

enostavnejSo identifikacijo glive v partnerstvu. Za identifikacijo na osnovi morfoloskih in
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anatomskih struktur plasca se danes najpogosteje uporablja sistem, ki ga je zastavil Agerer
(1991). Kiasifikacija predvideva standardizirano fotografiranje novega tipa, opis
morfoloSkih lastnosti tipa ektomikorize (tip razraS¢anja mikorize, znacilnosti povrsine
plaséa, barva, izmere...) in izhajajoih elementov, analiza anatomije plasca
(plektenhimatski, psevdoparenhimatski, vmesne in posebne oblike plaséa in hif) in
izhajajo¢ih elementov (cistide, laticifere, rizomorfi), nekatere biokemijske reakcije in
barvanje ter shranjevanje referen¢nih preparatov in vzorcev (Kraigher, 1996). Slojevitost
Hartigove mreze je pretezno pod vplivom rastlinskega partnerja, medtem ko zgradbo
plasca pretezno doloca vrsta glivnega partnerja in je zato pomembna informacija pri
identifikaciji glive v ektomikorizi (Grebenc, 2005). Izhajajo¢e elemente (hife in rizomorfe)
najdemo pri vseh znanih tipih ektomikorize bolj ali manj izrazene, pomembni so za
klasifikacijo in identifikacijo ECM (Agerer, 1991). Skupno je danes znanih okoli 420
znakov, v vedini primerov gre za znake v ve¢ oblikah/stanjih, na osnovi katerih opisemo
tip in lo¢imo med seboj dva razli¢na tipa ektomikorize. Vecji del znakov je zbran v atlasu
in opisih za identifikacijo ektomikorize (Agerer, 1987-2008) in v interaktivni razliici

kljuca za doloc¢evanje tipov ektomikorize DEEMY (Spletna stran programov DEEMY ).

2.3.2 ldentifikacija gliv v ektomikorizi z uporabo molekularnih markerjev

Pri identifikaciji tipov ektomikorize ter Studiju pojavljanja vrst gliv v ektomikorizi
uporabljamo nekaj pristopov, ki dajejo razlicno natan¢ne podatke. Najpreprostejsi pristop
pri Studiju populacije ektomikoriznih gliv je popisovanje trosnjakov ektomikoriznih vrst in
rodov gliv na §tudiranem obmoé&ju. Casovno in laboratorijsko zahtevnej$e je ugotavljanje
glivnega partnerja po anatomski metodi, predvsem pri vecjem Stevilu vzorcev (za potrebe
ekoloskih $tudij), ter uporaba molekularnih tehnik pri identifikaciji vrste glive v

ektomikorizi (Grebenc, 2005).

Molekularne metode identifikacije ECM so zasnovane na uporabi encima DNK polimeraza
Taq, s katerim se v primerni meSanici denaturirane DNK, nukleotidov, zaCetnih
oligonukleotidov (“primerjev”) in puferske raztopine po posebnem termicnem postopku

lahko pomnozijo (amplificirajo) kratki segmenti glivne DNK (Kraigher, 1996; Bridge in


http://www.deemy.de/
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sod., 1998). Reakcija se imenuje verizna reakcija s polimerazo (PCR). Uporaba PCR je
zelo razsirjena v molekularni biologiji. Encimska reakcija omogoca pomnoZevanje
specificnih  DNK  fragmentov iz kompleksnih vzorcev ter Kloniranje, analizo in
modifikacije raznih nukleinskih kislin. S pomoc¢jo PCR lahko raziskujemo tudi zelo redke
sekvence. Danes se je uporaba PCR razsirila na razli¢na podroc¢ja mikologije, vklju¢no z
genetiko in sistematiko, ekologijo, talno mikrobiologijo, rastlinsko patologijo, mikologijo
v medicini, biotehnologijo in mnoge druge (Bridge in sod., 1998). Poznamo vec razliic
PCR reakcij, vendar v osnovi vse vkljuCujejo tri korake - denaturacija DNK, naleganje
zacetnih oligonukleotidov in podaljSevanje fragmentov DNK (Kraigher in sod., 1995;
Bridge in sod., 1998; Paradi in Baar, 2006).

Za raziskovanje pestrosti organizmov v izbranem okolju s pomo¢jo PCR reakcije navadno
uporabljamo zacetne oligonukleotide, ki nalegajo na ustrezno ohranjena zaporedja zapisov
za ribosomalne gene 26S rRNA, 18S rRNA ali vmesne, nekodirajoce ITS regije (slika 1).
Omenjeni geni oziroma fragmenti DNK so prisotni v vseh organizmih (Kirk in sod., 2004).
Nekodirajoce regije v rDNK se znotraj taksonomske vrste malo razlikujejo pri vecini
ektomikoriznih gliv in so zato primerne za locevanje osebkov tudi na ravni vrste in rodov
(Horton, 2002, cit po Grebenc, 2005). V kombinaciji s klasicno anatomsko metodo
(Agerer, 1987-2008) predstavljajo molekularne metode hiter in zanesljiv pripomocek pri

Studiju taksonomskih in ekoloskih znacilnosti mikorize (Kraigher, 1996).
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Slika 1: Shematski prikaz enote v tandemskih ponovitvah jedrne ribosomalne DNK regije. Prikazana so
mesta naleganja zacéetnih oligonukleotidov in smer pomnozevanja v PCR za zacetne oligonukleotide, ki smo

jih uporabili za pomnoZevanje ITS regij pri dolo¢anju glive v ektomikorizi (povzeto po Grebenc, 2005: 14).

24 BUKEV

Bukev (Fagus sylvatica L.) je najbolj razsirjena vrsta v zmernih listnatih gozdovih v
Evropi. Razli¢ne vrste bukev se pojavljajo v vzhodni in zahodni Aziji, Evropi in Severni
Ameriki (Fang in Lechowicz, 2006). Slovenija lezi na jugovzhodnem delu osrednje Evrope
in kar 1.185.145 hektarjev povrsin je poraséenih z gozdom, kar predstavlja 58,5 % celotne
povrsine (Splosni podatki ... , 2010). Gozdovi se razra$¢ajo na obmoc¢ju med 40 in 1900 m
nadmorske viSine. Najve¢ji deleZ gozdov se nahaja na hribovitih obmocjih (Poljanec in
sod., 2010). Povpre¢na letna temperatura je 8° C, in sicer niha med 0° C v hribovitem
svetu (Kredarica) in 14° C v nizinskem predelu (Portoroz) Slovenije (Povpreéne letne ...
2010). Na obmocju Slovenije se koli¢ina padavin od zahoda proti vzhodu zmanjsuje, in
sicer med 1.600 mm (Lesce) in 700 mm (Murska Sobota) (Skupne letne ... , 2010).
Optimalni pogoji za uspeSno produktivnost in vitalnost bukve so povprecna letna

temperatura 8° C in ve¢ kot 800 mm padavin (Ebert, 1996, cit. po Grebenc, 2005). Velik
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del Slovenije izpolnjuje omenjene pogoje, zato je temu primerno gosto porasc¢ena z bukvijo

(Fagus sylvatica L.).

2.4.1 Fenofaze

Mednarodna fenoloska komisija US/IBP Phenology Committee je podala naslednjo
sodobno definicijo fenologije kot znanstvene discipline: Fenologija je preucevanje Casa
pojavljanja periodi¢nih bioloskih faz in vzrokov njihovega pojava, ob upostevanju biotskih
in abiotskih dejavnikov ter preucevanje medsebojnega odnosa faz znotraj ene ali ve¢ vrst.
PreuCevanje fenofaz oziroma rezultati raziskav v povezavi z zunanjimi in notranjimi
dejavniki se lahko koristno uporabljajo na stevilnih podrocjih, kot sta kmetijstvo in okolje.
Fitofenologija je veja fenoloskih znanosti, ki preucuje sezonsko spreminjanje ritmov v
rastlinah. Znanstveniki iS§¢ejo razlicne povezave med spreminjanjem ritma v rastlinah v

naravnih ali umetnih pogojih in endogenimi ter eksogenimi dejavniki (Puppi, 2007).

Na ozemlju Slovenije je prva fenoloska opazovanja pri opisu razvoja razli¢nih rastlinskih
skupin uporabil Scopoli (Fenologija ... , 2010). Od leta 1990 je v Sloveniji 61 fenoloskih
postaj (slika 2), ki so razporejene po regionalnem klimatskem klju¢u. Opazovanja potekajo
na izbranih negojenih, sploSno razsirjenih zeliS¢ih, travah, gozdnem drevju in grmicevju ter
na izbranih gojenih kmetijskih rastlinskih vrstah. Pri fenoloSkih opazovanjih opazujemo
izbrano rastlino in zabelezimo dan pojava opazovane fenoloske faze (prvi poganjki,
olistanje, cvetenje, praSenje, jesensko obarvanje in odpadanje listja ter razlicne vegetativne
in generativne faze pri nekaterih poljskih posevkih in sadnem drevju). Podatki fenoloskih
opazovanj v Sloveniji se nahajajo v arhivu Urada za meteorologijo, Agencije Republike
Slovenije za okolje in so predmet Stevilnih raziskav, ki preucujejo fenoloske faze in

njihovo odvisnost od vremena (Fenologija ... , 2010).
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Slika 2: Mreza fenoloskih postaj v Sloveniji. Na fenoloskih postajah se opazujejo pojavi razvojnih fenoloskih
faz izbranih samoniklih (zelis¢a, trave, grmovnice in drevnine) in kmetijskih rastlin (posevki, sadno drevje in

vinska trta) (Mreza fenoloskih ... , 2010).

2.4.2 Vpliv suse na bukev in ektomikorizo

SusSo, registrirano kot znizan vodni potencial listov (na bukvi), so primerjali s stopnjo
mikorizacije korenin sadik v susSnih pogojih. Podatki so pokazali, da zmanjSana
razpoloZzljivost vode ni znacilno vplivala na naselitev korenin bukve z ektomikoriznimi
glivami (merjeno s koli¢ino ergosterola), niti niso opazili spremembe Stevila tipov
ektomikorize na koreninski sistem dreves v suSnem stresu. Je pa suSa vplivala na vrstno
sestavo zdruzbe ektomikoriznih gliv na bukvi. Pri tem so opazili, da se razli¢ne vrste
ektomikoriznih gliv razli€éno odzivajo na suSo v smislu njthovega vzorca pojavljanja in
Stevilénosti. Posledica suSe je povecana abundanca mikorize bukve z vrsto Xerocomus
chrysenteron. Natan¢ne analize so pokazale kopicenje snovi v mikorizi, kot so saharoza,
glukoza in fruktoze ter za glive specificne komponente kot sta manitol in arabitol v
primeru, ko vodni potencial pade pod -1.96 MPa. Ce bukev tvori mikorizo S
X. chrysenteron, so opazili kopicenje arabitola, v primeru mikorize z Lactarius subdulcis

pa kopicenje manitola (Shi in sod., 2002).
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2.4.3 Tipi ektomikorize na bukvi

Trenutno je na bukvi opisanih najmanj 50 razli¢nih tipov ektomikorize, z glivnimi partnerji
iz rodov Byssocorticium, Cenococcum, Cortinarius, Elaphomyces, Entoloma, Geastrum,
Genea, Lactarius, Laccaria, Piloderma, Ramaria, Russula, Sphaerozone, Tomentella,
Tomentellopsis, Tricholoma, Tuber, Xerocomus in ve¢ tipov ektomikorize, katerih glivni
partner ni znan. To so Fagirhiza arachnoidea, F. cystidophora, F. fusca, F. globulifera, F.
lanata, F. oleifera, F. pallida, F. setifera, F. spinulosa in F. vermiculiformis (Agerer,
1987-2008, Spletna stran programa DEEMY,, 2009).

Tipe ektomikorize na bukvi, na obmocju Slovenije sta opisala tudi Grebenc (2005) v
naravnem in gospodarskem gozdu (Rajhenavski Rog in Snezna jama) in Al Sayegh
Petkovsek (2001) v gozdnih rastis§¢ih v Zavodnjah, Zasavju in Kocevski Reki. Opisala sta
ektomikorizne glive iz rodov Cenococcum, Cortinarius, Piceirhiza, Russula, Fagirhiza,
Genea, Tomentella, Thelephora, Lactarius, Scleroderma, Amphinema, Tricholoma,
Entoloma in Hebeloma.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kompleti

o Komplet za ekstrakcijo DNK: Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen, Frankfurt, Nemcija)

o Komplet za elucijo nukleinskih kislin iz agaroznega gela: Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, Madison, ZDA)

e Komplet za izolacijo DNK iz prsti: Power Soil DNK Isolation Kit (MO BIO
Laboratories, Carlsbad, USA)

3.1.2 Puferske raztopine

Ime Sestava

Pufer TBE 0,5 x 0,045 M Tris-borat
0,001 M EDTA, pH 8.0

Pufer TAE 1 x 0,02 M Tris acetat
0,001 M EDTA, pH 8.0

3.2 METODE

3.2.1 Pilotni poskus kot vir izhodnega materiala za analize ektomikorize

Iz Drevesnice Omorika, Muta smo dobili puljenke bukve. Puljenke so v Drevesnici nabrali
maja 2007, na provenienci Temenjak (Prelska), vzgojna oblika P1, iz slovenskega
predalpskega provenien¢nega obmocja (GSO 4.0175). Puljenke, vodene kot puljenke +1,
so bile eno leto posajene v Drevesnici Omorika, Muta. Spomladi 2009, smo jih v okviru
raziskovalne naloge posadili v steklene kasete-rizotrone, dimenzij 2 x 30 x 50 cm. Do
jeseni je vedji del sadik v kasetah odmrl (t.i. stari/pilotni poskus). Predvidevamo, da so bile
sadike bukve, ki smo jih sadili v kasete, prevelike in so ze odganjale. Poleg tega je bil

tretma pred sajenjem neustrezen, ker sadik nismo takoj posadili v substrat. Le-te so ¢akale
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na analize koreninskega sistema. Zato smo novembra (18. in 19.11.2009) zastavili nov
poskus z manj$imi - enoletnimi sadikami bukve. Sadike smo prav tako dobili iz Drevesnice
Omorika, Muta. V Drevesnici so semena pridobili iz provenience Osankarica, vzgojna
oblika 1/0, GSO 2.0019. Koreninski sistem odmrlih sadik smo uporabili za analizo
mikorize. Prisotnost mikorize smo analizirali tudi na sadikah bukve v novo zastavljenem
poskusu, enkrat v ¢asu novembra, decembra 2009. Spomladi, od 5.3.2010 do 19.5.2010,

smo pri novih sadikah popisovali tudi fenofaze.

V drevesnici Omorika so pred sajenjem semena zemljo tretirati z Basamidom. Basamid se
uporablja za zatiranje nematodov na sadikah, v rastlinjakih in kalilnikih. Na ta nacin
zemljo razkuzimo, odstranimo glive, bakterije, seme plevela in insekte. Seme so novembra
2008 v vrsticah posadili v zemljo. Seme je bilo strojno pokrito z zemljo, del semen so
pokrili z zagovino. Grede so nato povaljali. Predel, kjer je bilo seme prekrito z zagovino,
so zaséitili z mrezo. Spomladi 2009 so sadike bukve prekrili s kovertanom, ki sadike

za$¢iti pred pozebo.

3.2.1.1 Sajenje sadik v kasete-rizotrone in priprava substrata

Koreninski sistem sadik bukve smo pred sajenjem v kasete previdno oprali pod tekoco
vodo. Nato smo predel korenin skenirali s skenerjem (EPSON Perfection V700 PHOTO,
Indonezija) v programu WinRhizo®. Sadike smo oznagili. Oznaka vsebuje prvi dve érki
besede bukev — BU in zaporedno $tevilko od 1 do 132. Iz posameznih sadik smo med
skeniranjem in oznacCevanjem nakljuno odvzeli nekaj koreninskih vrSickov z mikorizo.

Tipe mikorize smo dolocili kasneje.

Sadike smo posadili v kasete. V vsako kaseto smo posadili po eno sadiko. V vsak poskus
smo vkljucili po 18 kaset (18 sadik), ki smo jih zlozili v posebna stojala za kasete, ki jim
pravimo tudi zabojniki. Za sajenje smo uporabili posebej pripravljen pasteriziran substrat.

Pri sajenju smo pazili, da smo koreninski sistem ¢im manj poSkodovali.
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V kaseti si od dna navzgor sledijo kremencev pesek, substrat in perlit. Kremencev pesek na
dnu kasete sluzi za drenazo. Pesek smo pred poskusom sprali z vodo. Substrat sluzi kot vir
hranil in mineralov za rastline, hkrati pa je to mesto, kjer se razras¢ajo korenine. Substrat je
bil pridobljen na vrtu Gozdarskega instituta Slovenije, presejan in pasteriziran pri 80° C, 3
ure. Eno tretjino substrata je predstavljal vermikulit, ki smo ga zmeSali v substrat za
zagotavljanje boljSega zracenja v predelu korenin in zadrzevanja vlage. Perlit je v tanki

plasti name$¢en nad substratom. Njegova vloga je bila zadrzevanje vlage.

3.2.1.2 Opisi poskusnih pogojev

1. POSKUS - V KOMORI Z REGULACIJO TEMPERATURE

Sadike bukve pilotnega poskusa so posajene v kasete (1 sadika na kaseto). Po 18 kaset smo
zlozili v stojala za kasete (zabojnik). Tekom dneva se avtomatsko spreminja temperaturo
zraka v komori (slika 3). Ponoc¢i je temperatura zraka v komori 15°C, ¢ez dan se dviguje do
19-20°C in zveler spet pade na 15°C. V komori avtomatsko reguliramo svetlobo. Pri tem
upostevamo, da je poleti dan dolg 16 ur, no¢ pa 8 ur (Napoved za..., 2010). Jeseni
postopoma krajSamo dan in daljSamo noc¢. Tako spreminjamo razmerje od 8:16, 12:12,
11:13 do 14:10 (no¢:dan). V komori je umetna svetloba. Sadike pilotnega poskusa, so bile
avtomatsko kapljiéno zalivane. Cez sezono smo zalivali po 2,5 dl na kaseto 3-krat
tedensko. Vlage v substratu nismo merili. Jeseni smo poskus prekinili, ker je velik del
sadik propadel. Zastavili smo nov poskus s 17 sadikami bukve, pri katerem veljajo enaki
pogoji temperature in svetlobe. Zalivanje ni avtomatsko, temvec sadike zalivamo ro¢no.
Cez zimo smo zalivali 1,5 dl na 14 dni, v prehodnem ¢asu od zime do poletja (april, maj)
1,5 dl na 7 dni in junija 1,5 dl na 2-3 dni. Pri poskusu 1 smo merili koli¢ino vlage v
substratu v mV. Od decembra do zafetka marca smo vlago merili ro¢no s sondo.
Povprecna vlaga na globini 10 cm je bila 500 mV (14 %). Od marca do zacetka junija smo
vlago v substratu merili avtomatsko, na globini 15 do 20 cm. Od aprila do konec maja je

bila povpreéna vlaga 440 mV (13 %), v zaCetku junija pa 190 mV (5 %).
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2. POSKUS - V KOMORI Z REGULACIO TEMPERATURE IN HLAJENJEM
KORENINSKEGA SISTEMA

V poskusu 2 (pilotni poskus) smo posadili 18 sadik v kasete. Kasete smo postavili v
zabojnik v komori. Pogoji za svetlobo in zalivanje so bili v poskusu 2 so enaki pogojem v
poskusu 1. Tudi temperatura zraka se je tekom dneva avtomatsko spreminjala kot v
poskusu 1 (slika 3). Poleg temperature zraka pri tem poskusu smo uravnavali Se
temperaturo v predelu korenin. Temperatura v tem delu je bila za priblizno 5° C niZja od
temperature zraka. Medtem ko je voda tekla po ceveh od agregata do komore, se je njena
temperatura zaradi temperature okolja spreminjala. Kon¢no znizanje temperature hladilne

vode v predelu korenin je bilo 10° C, oziroma je nihalo med 8 in 12° C.

Jeseni smo zastavili nov poskus (novi/pilotni poskus) z novimi sadikami, ker je veliko
sadik pilotnega poskusa odmrlo. V kasete smo posadili 17 sadik, ki smo jih izpostavili
enakim pogojem (temperatura, svetloba), kot so bile sadike pilotnega poskusa. Zalivanje je

bilo ro¢no po enakem postopku, ki je opisan pri novem poskusu v poskusu 1.

POLETE:
. 2°C
18 (/____ =t
N
16°C i N
¥ N
,/'. N
15°C 15°C
6°Y zjutraj 229 zveter
no¢ dan noc

Slika 3: Spreminjanje temperature in svetlobe tekom dneva pri sadikah v poskusu 1 in 2 posajenih v komori
pri 15-20° C.
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3. POSKUS- POVISANA TEMPERATURA V STEKLENJAKU

Pri tem poskusu smo rastline izpostavili temperaturno delno reguliranim pogojem v
steklenjaku. Stojalo z 18 sadikami pilotnega poskusa smo postavili v rastlinjak, kjer lahko
poleti temperatura okolice naraste tudi do 50°C. Sadike so rastle pri dnevni svetlobi.
Zalivanje sadik je bilo avtomatsko, kaplji¢no regulirano. Poleti smo sadike zalivali 3-krat
na teden po 2,5 dl na kaseto. Ker so vse sadike poskusa 3 propadle, smo jeseni posadili v
kasete nove sadike (17 sadik). Za nove sadike so veljali enaki temperaturni in svetlobni
pogoji, Kot za sadike pilotnega poskusa. Zalivanje sadik je bilo ro¢no. Pozimi smo zalivali
1,5 dl na 14 dni, spomladi (april, maj) po 1,5 dl na 7 dni in junija po 1,5 dl na 2-3 dni. Pri

tem poskusu smo opazovali vpliv visokih temperatur na rast bukve in razvoj ektomikorize.

4. POSKUS-KONTROLA

Za kontrolni poskus smo rastline pilotnega poskusa izpostavili zunanji temperaturi zraka.
Stojalo z 18 sadikami smo postavili pod juzni napus¢ lope, Ki je postavljena ob gozdu na
vznoZju Roznika. Sadike so delno zasencene pred direktno svetlobo z Zivo mejo na juzni
strani ob stojalu. Sadike so rastle na dnevni svetlobi. Zalivali smo jih z avtomatskim
sistemom, 3-krat na teden po 2,5 dl na kaseto. Jeseni smo posadili v kasete nove sadike,
ker je veliko sadik pilotnega poskusa odmrlo. Posadili smo 17 sadik. Vsi pogoji rasti so
ostali enaki, spremenili smo le nacin zalivanja iz avtomatskega na ro¢ni. Pozimi smo
zalivali po 1,5 dl na 14 dni, spomladi (april, maj) po 1,5 dl na 7 dni in od junija naprej po
1,5 dl na 2-3 dni.

3.2.1.3 Pogoji za rast

3.2.1.3.1 Temperature zraka

Sadike v obeh poskusih smo izpostavili razlicnim temperaturam. Poskusa 1 in 2 sta
potekala v zaprti komori z temperaturo zraka 15-20° C. Pri sadikah v poskusu 1 smo

dodatno hladili koreninski sistem na 10° C + 2° C. Voda, ki je ohlajala predel korenin je
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prihajala iz agregata (Omega air). Poskus 3 je potekal v rastlinjaku, kjer so temperature
zraka poleti dosegle do 50° C. Poskus 4 je bil kontrolni poskus na prostem, z ekspozicijo v

polsencni legi.

Temperature zraka v komori (poskus 1 in 2) in v rastlinjaku (poskus 3) smo tekom poskusa
merili z avtomatskim merilcem Voltcraft® DL-120 TH. Temperature zraka pod lopo nismo
posebej merili, temve¢ smo za podatek navedli povpre¢ne temperature zraka v Ljubljani
(povprecne letne..., 2010; ARHIV-Dnevni..., 2010). Podatki o povprecnih temperaturah
zraka so zbrani v preglednici 3.

Preglednica 3: Povpreéne temperature zraka pri posameznem poskusu, merjene v sklopu novega poskusa.

Poskus Obdobje meritev Povpre¢na temperatura
[° C]
21.5.09-5.11.09 18,63
Lin2 6.11.09-18.5. 10 16,26
21.5.09-5.11.09 23,66
3 6.11.09-18.5.10 15,32
21.5.09-5.11.09 18,25
4 6.11.09-18.5.10 7,04

3.2.1.3.2 Povprecne temperature izmerjene v substratu v posameznem poskusu

Pri novem poskusu smo merili tudi temperaturo substrata. Temperaturo v substratu smo
merili kontinuirano na 30 minut, na globini 2 cm in 20 cm. Podatke o temperaturi je
zapisoval Data Logger, uredili smo jih v programu BoxCar® Pro 4.3. Podatke o povpretnih
temperaturah v substratu smo uredili v preglednici 4. V pilotnem poskusu nismo izvajali

meritev v substratu.
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Preglednica 4: Povprecne temperature izmerjene v substratu v kasetah novega poskusa

Povpre¢na temperatura [° C]
Poskus Globina meritve [cm]
27.11.09-8.4.10 9.4.10-18.5.10
1 2 14,44 15,25
20 13,88 14,93
) 2 12,57 13,10
20 10,45 10,72
3 2 11,52 15,0
20 11,51 14,98
A 2 14,44 15,25
20 13,88 14,93

3.2.1.3.3 Svetloba

Pri poskusu 1 in 2 v komori avtomatsko reguliramo dnevno-noc¢ni ritem. Pri tem Smo
upostevali, da je pozimi dan krajsi in poleti dalj$i. Temu primerno smo urejali nastavitve
na avtomatu. Sadike iz obeh poskusov so bile izpostavljene umetni svetlobi. Sadike v
poskusih 3 in 4 so bile izpostavljene naravnem dnevno-no¢nem ritmu oziroma naravni

dnevni svetlobi.

Intenziteto svetlobe pri sadikah novega poskusa v rastlinjaku, komori in pod lopo, smo
izmerili enkrat, s kvantnim PAR tipalom LICOR 190 SR. Izvedli smo tockovno meritev, ki
nam pove intenziteto sevanja v posameznem poskusu, ob dolo¢enem c¢asu pri doloCenih
pogojih, zato na podlagi izmerjenih podatkov ne moremo sklepati o spreminjanu svetlobe
tekom dneva. Meritve je izvedel dr. Matjaz Cater, na dan 9. 6. 2010, ob 11%°. V komori
smo meritev ponovili dvakrat. Povpretna intenziteta svetlobe je bila 90 + 5 pmol/m?s™. V
Casu meritev v rastlinjaku smo imeli raztegnjena sencila, ki so zmanjSevala intenziteto

svetlobe. Rezultat meritve s PAR senzorjem je bil 50 + 3 umol/m™ s™. Meritve pod lopo
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smo izvedli 5-krat. S senzorjem smo se pomikali za 10-15 cm vzdolz zabojnika s kasetami.

Povprecje meritev je bilo 120 £+ 20 umol/m'2 s,

Meritev intenzitete svetlobe pri sadikah pilotnega poskusa nismo izvajali.

3.2.1.3.4 Povprecna vlaga v substratu

Pri pilotnem poskusu smo imeli urejen avtomatski kaplji¢ni nacin zalivanja sadik pri vseh
Stirih poskusih. Tekom sezone so bile sadike zalivane 3-krat tedensko (ponedeljek, sreda in

petek) po 2,5 dl na eno kaseto. Vlage v substratu nismo merili.

V novem poskusu smo sadike zalivali ro¢no. V zimskem ¢asu (december do april) smo
zalivali 1,5 dl na 14 dni, v pred-spomladanskem in spomladanskem ¢asu (april, maj) po 1,5
dl na 7 dni in junija po 1,5 dl na 2 do 3 dni. Od decembra 2009 do aprila 2010 smo pred
zalivanjem izmerili vlago v substratu pri vsakem od Stirih poskusov. Idealna vlaga v tleh v
naravi v Casu rastne dobe je 25 % oziroma okrog 860 milivoltov (mV). Vlago smo od
novembra do za&etka aprila v poskusih 3 in 4, merili roéno s sondo ECH,O® EC5 Moisture
(Decagon devices) v milivoltih (mV) na globini 10 do 15 cm. Od aprila naprej
koncentracije vlage nismo ve¢ spremljali. Za poskus 1 in 2 , smo vlago merili avtomatsko
na 30 minut, na globini 10 do 15 cm. Podatke o vlagi je zapisoval hranilnik podatkov.
Uredili smo jih v programu Terminal v1,9b°. Podatki o vlagi v substratu so prikazani v

preglednici 5.



Straus 1. Tipi ektomikorize pri sadikah bukve (Fagus sylvatica L.) v rizotronih 26
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

Preglednica 5: Povpre¢ne izmerjene vlage v substratih v posameznem poskusu (novi poskus) merjene ro¢no s

sondo ECH,0" EC5 Moistu (Decagon devices) in avtomatsko, v milivoltih (mV) na globini od 10 do 15 cm.

Poskus | Obdobje meritve Nacdin meritve Izmerjena Izmerjena
vlaga [mV] vlaga [ %]
1 27.11.09-8.4.10 Avtomatsko 308 8,95
9.4.-18.5.10 Avtomatsko 341 9,90
2 27.11.09-8.4.10 Avtomatsko 569 16,53
9.4.-18.5.10 Avtomatsko 642 18,66
3 15.12.09-5.3.10 Roéno 305 8,85
4 15.12.09-5.3.10 Rocno 299 8,70

3.2.1.3.5 Relativna zracna vilaznost

V rastlinjaku (poskus 3) in v komori (poskusa 1 in 2) smo poleg temperature zraka
kontinuirano merili tudi relativno zraéno vlaznost z avtomatskim merilcem Voltcraft® DL-

120 TH. Rezultati meritev so prikazani v preglednici 6.

Preglednica 6: relativna zra¢na vlazost zraka v komori in rastlinjaku, merjena v ¢asu novega poskusa.

Poskus Obdobje meritve Relativna zra¢na
vlaznost [ %]
lin2 21.5.do 5.11.2009 68,11
6.11. do 18.5.2010 76,26
3 21.5.do 5.11.2009 57,17
6.11. do 18.5.2010 53,23

3.2.1.4 Spremljanje fenofaz na bukvi

Fenofaze na bukvi je popisovala Jana Jansa dvakrat na teden od 5. marca 2010 do 19. maja
2010, vse dokler se listi na posamezni rastlini niso popolnoma razvili (faza 5). Popisovali

smo samo razvoj listov. Posamezne faze smo oznacili s Stevilkami 1, 3 in 5. Faza 1
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pomeni, da je bukev Se v fazi dormance, listni popki so rjave barve, zaprti in majhni. Faza
3 pomeni, da so se popki Ze podaljsali in nabreknili. Lahko so Ze vidni listi, ki pa Se niso
razviti oziroma so Se v listnem ovoju. V zadnji, 5 fazi so prvi listi ze povsem zlezli iz
listnega ovoja in se razprli. Listna ploskev je popolnoma vidna, prav tako je vidna listna
baza.

wew W

3.2.2 Vzorcenje, ¢is¢enje in dolocevanje tipov ECM

3.2.2.1 Odvzemanje koreninskih vrsickov za dolo¢evanje tipov ECM

Koreninski sistem sadik smo skenirali s skenerjem (EPSON Perfection V700 PHOTO) v
programu WinRhizo®. Pri odmrlih sadikah smo kompletne koreninske sisteme sadik
pregledovali pod stereo lupo (Olympus, SZX12, vir svetlobe Olympus Highlight 3100,
filter za dnevno svetlobo). Ce smo opazili prisotnost ECM na korenini, smo ta del

mikorizne koreninice odrezali in ga shranili v petrijevki z vodo.

Dele korenin z ECM smo odvzeli tudi iz $e rastocih, vitalnih sadik v kasetah, enkrat v ¢asu
od novembra do decembra 2009. Posamezno kaseto s Se rastoo sadiko smo vzeli iz
zabojnika za kasete, jo odprli na eni strani in iz koreninskega sistema odrezali mikorizne
koreninice, ki smo jih opazili s prostim ocesom. Do nadaljnjih analiz smo jih shranili v

petrijevkah z vodo.

Koreninskega sistema novih sadik, ki smo jih sadili novembra 2009, nismo pregledovali
pod stereo lupo, ker bi to vzelo preve¢ €asa. Sadike smo morali namre¢ ¢imprej posaditi v
substrat, da so bili koreninski sistemi sadik ¢im krajsi Cas izpostavljeni zraku. Zato smo
korenine z ECM odvzeli med skeniranjem pri tistih sadikah, kjer smo opazili prisotnost

ECM ob skeniranju s prostim ocesom.
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3.2.2.2 Shranjevanje in ¢iSCenje koreninskih vrsickov

Petrijevke z vzorci smo do dolo¢evanja tipov ECM shranili v hladilniku na 4° C. Ostanke
substrata na mikoriznih koreninicah smo med doloc¢evanjem tipov ECM odstranili s
pomocjo Copica in pincete. Med pregledovanjem smo odvzeli od 4 do 10 koreninskih
vr$ickov z ECM za ekstrakcijo in za DGGE. Za ekstrakcijo smo odvzeli vsaj 2 mm dolge
koreninske vrSicke, ki smo jih shranili v epruvetah (1,5 ml) s 400 ul ekstrakcijskega pufra

AP1.

Od korenin odmrlih sadik bukve smo pobrali koreninske vrsicke, dolge od 0,5-1 cm, za
DGGE. Vzor¢ili smo s pomocjo stereo lupe v veliki stekleni petrijevki z vodo. Posamezno
rastlino oziroma njen koreninski del smo polozili v petrijevko in s pomocjo pincete ter
skalpela odrezali od 4-10 koreninskih vrSi¢ckov. Koreninske vr$i¢ke smo izbrali naklju¢no
po ¢im ve¢jem predelu korenin. Posamezne koreninske vrsicke smo odlagali na suh papir
in jih s pinceto prenesli v epruvete (1,5 ml). Epruvete (1,5 ml) smo oznacili z zaporedno

Stevilko iz seznama. Koreninske vrSi¢ke smo shranili na -85°C za DGGE.

Poleg koreninskih vrsi¢kov iz odmrlih sadik smo pobrali tudi koreninske vrsic¢ke iz sadik
pilotnega poskusa posajenih spomladi 2009, ki so Se rastle. Posamezno kaseto smo vzeli iz
stojala za kasete in jo polozili na mizo. Z nozem smo na eni strani kasete prerezali lepilni
trak, da smo lahko odprli eno stran kasete. Nato smo previdno s pomocjo pincete in
skalpela odrezali od 4-10 koreninskih vrsickov, ki so bili dolgi od 1-2 ¢cm in jih shranili v
epruvete (1,5 ml), ki smo jih oznadili z enako §tevilko kot jo ima sadika bukve. Ce je bil
substrat zelo namocen in so bili koreninski vrSicki umazani od substrata, smo substrat
odstranili s pomocjo Copica. Epruvete (1,5 ml) smo zlozili v Skatlo in shranili v

zamrzovalni omari na -85°C za DGGE.

3.2.3 ldentifikacija ektomikorize

Tipe ektomikorize smo dolocevali po anatomskih in morfoloskih lastnostih glede na

objavljene opise (Agerer, 1987-2008; Spletna stran programov DEEMY, 2009) po
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metodologiji, opisani v Kraigher (1996). Izbrane tipe ektomikorize, identificirane po
anatomsko-morfoloski metodi ter neidentificirane tipe ektomikorize smo uporabili v

molekularnih analizah.

3.2.3.1 Doloc¢evanje tipov ECM na osnovi morfoloskih in anatomskih struktur plasca

Anatomske in morfoloske lastnosti smo opisovali na podlagi objavljenih opisov po Agerer
(1987-2008) in s pomocjo interaktivne razliice kljuc¢a za doloCevanje tipov ektomikorize
DEEMY (spletna stran programov DEEMY). Tipe ECM smo opazovali s stereo lupo
(Olympus, SZX12, vir svetlobe Olympus Highlight 3100, filter za dnevno svetlobo) in
mikroskopa (Olympus, BXS51, povecava 100-2000x). Izbrane tipe ektomikorize in
anatomske preparate smo digitalizirali z digitalno kamero DP12-Olympus (pritrjena
neposredno na mikroskop ali lupo) in slike shranjevali ter obdelovali s programom NIS -
Elements® BR 3,0.

Za vsak tip ECM smo s pomoc¢jo stereo lupe dolocili na¢in razras€anja, obliko, premer in
dolzino osi, povrsino, obarvanost in prisotnost izhajajocih elementov (rizomorfov in hif). S
pomoc¢jo mikroskopa smo dolo¢ili anatomijo notranjega in zunanjega sloja plasca ter

anatomijo izhajajocih elementov.

Na izbranih vzorcih tipov ektomikorize smo za opis in identifikacijo uporabili barvno
reakcijo s sulfovanilinom. Test smo izvajali na izoliranih delih plaS¢a in na rizomorfih.
Spremembe barve smo opazovali makroskopsko (pod lupo) in mikroskopsko. MeSanice

reagentov, pripravo testa in odc¢itavanje rezultatov smo izvedli, kot je opisano v Agerer

(1991).
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3.2.3.2 Identifikacija gliv v ektomikorizi z uporabo molekularnih markerjev

3.2.3.2.1 Ekstrakcija DNK

DNK ektomikoriznih gliv smo izlo¢ili s kompletom za ekstrakcijo DNK (Dneasy Plant
Mini Kit, Quiagen) po navodilih proizvajalca, v kombinaciji z navodili za ekstrakcijo DNK
po SOP LABFIGE GIS (ekstrakcija DNK-Qiagen_modificirano):

Pred zaCetkom ekstracije preverimo naslednje pogoje:

e V/si postopki centrifugiranja se izvajajo pri sobni temperaturi (15-25°C)
e Vodno kopel segrejemo na 65°C

e Pufer AP1 in AP3/E smo predhodno segreli v vodni kopeli (65°C), da se morebitni

precipitat raztopi

e Ali je pufru AW in AP3/E dodan etanol

1. V epruvete (1,5 ml) se odpipetira 400 ul pufra AP1

2. Posamezen mikorizni tip se odstrani od ostalih tipov in se ga da v mikrocentrifugirke s
pufrom. V mikrocentrifugirke se da toliko mikoriznih vrsi¢kov, da se jih vidi s prostim
ocesom, sicer bo premalo materiala za izolacijo.

3. S pomoc¢jo mikro pestila se stre mikorizne vrSicke.

4. Centrifugira se nekaj sekund, da se ves material zbere na dnu mikrocentrifugirke.

5. Doda se 4 pl Rnase A, vrtinéi in inkubira v vodni kopeli najmanj 10 minut (najve¢ 60
min).

6. Doda se 130 pl pufra AP2, vrtinéi in inkubira 15 min na ledu (v zamrzovalniku).

7. Centrifugira se 5 min na 20.000 x g.

8. Oznaci se QlAshredder Mini mikrocentrifugirke (2 ml) in vanje odpipetira supernatant.
Pri tem ne pipetiramo usedline.

9. Centrifugira se 2 min na 20.000 x g.
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10. Ozna¢i se nove mikrocentrifugirke (1,5 ml) in vanje odpipetira supernatant.
Doda se 1.5x volumen pufra AP3/E in premesa s pipeto.

11. Zavrze se QlAshredder Mini mikrocentrifugirke (2 ml).

12. Oznaci se Dneasy Mini mikrocentrifugirke (2 ml) in vanje odpipetira 600 ul meSanice
iz koraka 10.

13. Centrifugira se 1 minuto pri maksimalni hitrosti (=20 000. x g). Tekocino Vv
mikrocentrifugirki se zavrze in mikrocentrifugirke uporabi ponovno.

14. Ponovi se korak s preostalo meSanico iz koraka 10.

15. Kolone s filtrom se postavi v mikrocentrifugirke (uporabi stare) in doda 500 ul pufra
AW (vsebovati mora etanol).

16. Centrifugira se 2 minuti na maksimalni hitrosti.

17. Supernatant se zavrze, del kolone s filtrom se prenese v nove mikrocentrifugirke, ki se
jih prej oznaci.

18. Doda se 250 ul pufra AW in centrifugira 2 minuti na maksimalni hitrosti.

19. Del kolone s filtrom se prenesi na nove ozna¢ene mikrocentrifugirke (1.5 ml).

20. Doda se 100 ul pufra AE (segret na 65°C) in inkubira pri sobni temperaturi 5 minut.

21. Centrifugira se 1 minuto pri maksimalni hitrosti.

22. Doda se 100 ul AE pufra in inkubira na sobni temperaturi 5 minut.

23. Centrifugira se 1 minuto pri maksimalni hitrosti.

24. Del tubice s filtrom se zavrze. Pri tem tekoca faza ne sme pljuskniti po filtru.

25. Preveri se, ¢e so tubice z ekstraktom DNK pravilno oznacene: E09/73 1 (E-ekstrakcija,
09-leto izvajanja ekstrakcije, 73-zaporedna Stevilka ekstrakcije, 1-zaporedna oznaka iz lista

za ekstrakcijo. Pod to zaporedno Stevilko je napisana Sifra mikorize.)

Pri centrifugiranju smo uporabljali centrifugo, ki ima funkcijo hlajenja. Temperatura

centrifuge je bila 23°C.

3.2.3.2.2 Pomnozevanje DNK

S polimerazno verizno reakcijo smo pomnozevali ITS1, ITS2 in 5,8S rDNK regije v

genomu visjih gliv (slika 1). V reakcijsko mesanico (preglednica 7) smo dodali zacetna
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oligonukleotida ITS1f in ITS4 ali ITS1 in ITS4 (preglednica 8) in ekstrahirano DNK.

Reakcije pomnozevanja smo izvedli na GeneAmp PCR System 9700 (Applied

Byosistems), po programu iz preglednice 9 (SOP 1-molekularna identifikacija, LABFIGE,

GIS). Pri vzorcih mikorize, ki niso bili ponovno pomnozeni (reamplifikacija) po

izrezovanju iz agaroznega gela, smo v reakcijsko meSanico dodali po 6 ul DNK. Za

vzorce, ki smo jih po izrezovanju iz agaroznega gela ocistili in ponovno pomnozili s PCR

reakcijo (reamplifikacija), smo v reakcijsko meSanico dodali po 1 ul DNK.

Preglednica 7: Reakcijska meSanica za pomnozevanje v PCR, sestavine, proizvajalci in koli¢ina za konéni

volumen reakcije 25 pl.

Proizvajalec Koli¢ina (ul)

10x PCR Gold Buffer Roche 2,5

GeneAmp®ANTP (2 mM) Applied Byosistems 25

MgCl, (25 mM) Roche 2,5

oba zac¢etna oligonukleotida (10uM) Invitrogen 0,8 vsakega

polimeraza AmpliTaq Gold® (5 enot na ul) Roche 0,2

Raztopina ekstrahirane DNK 1,0-6,0

sterilna destilirana voda Gibco do 25 pul

Kon¢ni volumen PCR 25 ul

Preglednica 8: Zacetni oligonukleotidi, uporabljeni v PCR in sekvencni reakciji

Oznaka | Nukleotidno zaporedje Tm (° | Vir

C)

ITS1-F 5 -CTT GGT CAT TTA GAG GAAGTAA-3 55 http://mollie.berkeley.edu/~bruns/to
ur/primers.html

ITS1 5 -TCC GTA GGT GAA CCT GCG G- 3 57 http://mollie.berkeley.edu/~bruns/to
ur/primers.html

ITS4 5 -TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3' 53 http://mollie.berkeley.edu/~bruns/to
ur/primers.html



http://mollie.berkeley.edu/~bruns/tour/primers.html
http://mollie.berkeley.edu/~bruns/tour/primers.html
http://mollie.berkeley.edu/~bruns/tour/primers.html
http://mollie.berkeley.edu/~bruns/tour/primers.html
http://mollie.berkeley.edu/~bruns/tour/primers.html
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Preglednica 9: PCR program za pomnoZevanje ITS regij.

zaCetna denaturacija 5 min/95°C
denaturacija 35 sek./95°C
15 ciklov naleganje za¢. oligonukleotidov 55 sek./55°C
podaljSevanje DNK verige 45 sek./72°C
denaturacija 35 sek./95°C
15 ciklov naleganje zag. oligonukleotidov 55 sek./55°C
podaljsevanje DNK verige 120 sek./72°C
denaturacija 35 sek./95°C
10 ciklov naleganje zag. oligonukleotidov 55 sek./55°C
podaljsevanje DNK verige 180 sek./72°C
konéno podaljSevanje 10 min/72°C
hranjenje vzorcev do uporabe 4°C

3.2.3.2.3 Locevanje z agarozno gelsko elektroforezo

Za lo¢evanje PCR pomnozkov smo uporabili horizontalno agarozno gelsko elektroforezo
po navodilih SOP1-molekularna identifikacija, LABFIGE, GIS. Gele smo pripravili s
segrevanjem ustrezne Kkoli¢ine agaroze LE Agarose, Analytical Grade (Promega
Corporation, U.S.A.) v 0,5-kratnem pufru TBE (Tris-Borat-EDTA, Sigma). Uporabljali
smo 1,5-odstotne (w/v) agarozne gele. Polimerizacija je potekala pri sobni temperaturi.
Elektroforetsko lo¢evanje je potekalo 90 minut v 0,5-kratnem pufru TBE pri napetosti 150
V, 5 V/cm. Po koncani elektroforezi smo gele barvali 15 minut v raztopini etidijevega
bromida (Bio-Rad) koncentracije 0,5 pg/ml in jih nato spirali 15 minut pod tekoco vodo v
banjici. Gele smo pregledovali v transiluminatorju Gel Doc EQ System, PC (Bio-Rad,
Italy) pod UV lu¢jo (302 nm). Slike smo obdelovali s programskim paketom za zajemanje
in obdelavo slike Quantity One® 4.4.1 (The Discovery Series, Bio-Rad).



Straus 1. Tipi ektomikorize pri sadikah bukve (Fagus sylvatica L.) v rizotronih 34
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

3.2.3.2.4 lzrezovanje PCR pomnozkov iz agaroznega gela

Pri dolocenih vzorcih smo po pomnozevanju (PCR) lahko dobili ve¢ pomnozkov razli¢nih
dolzin. PCR pomnozke smo lo¢ili z agarozno gelsko elektroforezo v 1,5-odstotnem gelu
pri napetosti 150 V, 120 minut. Gel smo barvali v etidijevem bromidu in spirali pod tekoco
vodo v banjici. Na presevniku (Mini-transilluminator, Bio-Rad) smo s sterilnim skalpelom
izrezovali proge pomnozkov ustreznih dolzin in jih osamili s kompletom za elucijo
nukleinskih kislin iz agaroznega gela (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System,
PROMEGA) po navodilih proizvajalca. Pri vzorcih, kjer smo na agaroznem gelu dobili ve¢
kot eno progo, smo izrezane proge ocistili in posamezne proge ponovno pomnozili

(reamplificirali). V sekvenciranje smo skupno poslali 21 vzorcev DNK (preglednica 16).

3.2.3.2.5 Sekvenciranje in sekvencna analiza DNK

Kljub temu, da smo nekaj vzorcev uspeli doloc€iti do vrste po anatomsko morfoloski
metodi, Smo za vse vzorce tipov ektomikorize sekvencirali pomnozke z enakimi pari
zacetnih oligonukleotidov (ITS1F/ITS4 ali ITS1/ITS4) ITS regije v genomski rDNK, s
katerimi smo Ze v osnovi izvedli PCR. Vzorce DNK smo poslali v komercialni sekvenéni
laboratorij (Macrogen inc., Seul, Republika Koreja). Sekvenciranje DNK je potekalo v obe

smeri (bidirectional sequencing).

Dobljene kromatograme po sekvenciranju smo ro¢no analizirali s programom FinchTV
1.4. Tako dobljena zaporedja smo primerjali s podatki v spletni bati podatkov GenBank
(Spletna stran NCBI, 2010) s programom “BLASTn” (spletna stran programov BLAST,
2010) namenjenim iskanju podobnih zaporedij v bazi z algoritmom iskanja in primerjave
kratkih motivov nukleotidnih zaporedij. Rezultate primerjav smo prikazali v tabelah in jih
vkljucili v kratke opise tipov ektomikorize. Od parametrov podobnosti smo prikazali
odstotek podobnosti iskanega zaporedja z najboljSimi zadetki v bazi, ki je tudi najbolj

neposredno uporabna vrednost, ter deleZ vrzeli med primerjanima zaporedjema.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/index.html
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3.2.3.3 Identifikacija gliv v ektomikorizi z izdelavo dendrogramov

Urejene sekvence izbranih PCR pomnozkov smo med seboj primerjali s programom
MEGA 4.1 (Multiple Sequence Alignment Program, version 4.1) in MAFFT (Multiple
Sequence Alignment Program, online version 6) (Spletna stran programov MAFFT, 2010).
Filogenetske odnose smo ugotavljali z metodo najve¢jega verjetja (»maximum
likelihood«). S programom jModelTest 0.1.1 (Posada, 2008; Guindon in Gascuel, 2003)
smo poiskali najbolj optimalen model nukleotidnih substitucij glede na popravljeni
Akaikejev kriterij informativnosti (AICc). Izbrani model smo uporabili za izdelavo
filogenetskih dreves po metodi BioNJ (neighbor-joining) (Gascuel, 1997) s programom
PAUP 4,0B10. Statisti¢ne podpore posameznih cepitev smo izracunali z neparametri¢nim

testom vezanja (»bootstrap«) (Felsenstein, 1985) s po 2000 ponovitvami.

3.2.4 Sledenje prisotnosti ektomikoriznih gliv v vzorcih substrata

Tipe ektomikorize, ki smo jih nasSli na mikoriznih koreninicah v koreninskih sistemih
enoletnih in vecletnih sadik in ki smo jih dolo¢ili z anatomsko-morfoloskimi ter
molekularnimi metodami, smo Zeleli poiskati tudi v zdruzbi mikroorganizmov v substratu,

v katerem so bile posajene sadike bukvic.

3.2.4.1 Odvzemanje vzorcev substrata

Vzorce substrata smo odvzeli iz tistih kaset, v katerih so bile sadike z razvitim mikoriznim
sistemom. Substrat, v katerem so bile vecletne sadike, ki so tekom poskusa odmrle, smo
zavrgli, zato za dolocene tipe ECM nimamo vzorcev substrata. Vzorce substrata smo
odvzeli le iz kaset z vitalnimi sadikami. Substrat smo odvzeli iz $estih kaset in sicer tistih,
v katerih so rastle sadike, ki so imele razvit mikorizni sistem. Substrat smo odvzeli s
pomocjo 20 cm tulca s premerom 1 cm, ki smo ga potisnili ob rastlini globoko v substrat.
Zemljo, ki se je ujela v tulec smo stresli na petrijevko, ki smo jo primerno oznacili. Vzorce

substrata smo susili v sterilizatorju st-06 (Instrumentaria, Zagreb) 48 ur na 50° C.


http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/
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3.2.4.2 Ekstrakcija DNK iz zemlje

Vzorce substrata Smo najprej homogenizirali v 50 ml epruvetah (Centrifuge tubes) (TPP®,
Svica). Substrat smo homogenizirali s pomo¢jo sterilnih kovinskih krogel na stresalniku
Vibromix 204 EV (Tehtnica, Slovenija). S pomo¢jo kompleta za izolacijo DNK iz zemlje
(Power Soil DNK Isolation Kit, MO BIO) smo po navodilih proizvajalca ekstrahirali DNK

iz 0.25 g vzorca substrata.

3.2.4.3 Pomnozevanje DNK

S polimerazno verizno reakcijo smo pomnozevali ITS1, del 28S rDNK na zacetku in 5,8S
rDNK na koncu regije v genomu visjih gliv (slika 1). V reakcijsko mesanico (preglednica
10) smo dodali zacetna oligonukleotida ITS1-gc in ITS2 (preglednica 11) in ekstrahirano
DNK iz vzorcev substrata. DNK, izolirano iz vzorcev substrata, smo pred pomnozevanjem
5-krat red¢ili. Red¢itve DNK smo uporabili zaradi inhibitorjev, ki se nahajajo v tleh. V
reakcijsko mesanico smo dodali po 1 pl 5-kratne red¢itve DNK za posamezen vzorec.
Reakcije pomnoZevanja smo izvedli na GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Byosistems), po programu iz preglednice 12. Po koncani PCR reakciji smo uspe$nost

pomnozevanja preverili z agarozno gelsko elektroforezo.

Preglednica 10: Reakcijska meSanica za pomnozevanje v PCR, sestavine, proizvajalci in koli¢ina za kon¢ni

volumen reakcije 25 pl.

Proizvajalec Koli¢ina (ul)
10x PCR Gold Buffer Roche 2,5
GeneAMp®ANTP (2 mM) Applied Byosistems 25
MgCl, (25 mM) Roche 2,5
oba zacetna oligonukleotida (10 pM) Invitrogen 0,8 vsakega
polimeraza AmpliTaq Gold® (5 enot na ul) Roche 0,2
Raztopina ekstrahirane DNK 6,0
sterilna destilirana voda Gibco 9,7 (do 25 pl)
Kon¢ni volumen PCR 25 ul
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Preglednica 11: Zacetni oligonukleotidi, uporabljeni v PCR in DGGE

Oznaka | Zaporedje baznih parov Tm((C) | Vir

ITS1-gc | 5-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC | 57 Marko Bajc po Gardes in Bruns,
GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCT 1993
CCGTAGGTGAACCTGCGG-3'

ITS2 5 -GCT GCG TTC TTC ATC GAT | 57 http://mollie.berkeley.edu/~bruns/tou
GC-3 r/primers.html

Preglednica 12: PCR program, uporabljen pri pomnoZzevanju ITS regij

zaCetna denaturacija 5 min./95°C
denaturacija 45 sek./94°C
38 ciklov naleganje za¢. oligonukleotidov 45 sek./56°C
podaljsevanje DNK verige 90 sek./72°C
konéno podaljsevanje 10 min/72°C
hranjenje vzorcev do uporabe 4°C

3.2.4.4 Locevanje vzorcev z DGGE

S pomocjo gelske elektroforeze v gradientu denaturantov (DGGE) smo Zeleli primerjati
tipe ektomikorize na koreninskem sistemu z zdruzbo mikroorganizmov v substratu.
Analize smo naredili za tri razli¢cne vrste, Tuber sp., Peziza ostracoderma in Scleroderma
areolatum. Za elektroforetsko loGitev pomnozkov smo uporabili DCode™ System (Bio-
Rad, ZDA). Za nanaSanje vzorcev smo uporabili 2-krat nanasalni pufer z glicerolom
(Loading Buffer). Elektroforeza je tekla v 8-odstotnem poliakrilamidnem gelu
(akrilamid/bis-akrilamid 37,5:1) z 1-krat TAE pufrom pri 60° C in 75 V 16 ur.
Denaturacijski gradient je bil 25 % (1.75M Urea, 10 % formamid) — 60 % (4,2M Urea, 24
% formamid) (preglednici 13 in 14). Po koncani elektroforezi smo gel barvali 30 minut v
1-kratni raztopini barvila SYBR Gold (SYBR® Gold nucleic acid gel stain, Invitrogen,
USA). 10,000-kratno zalozno raztopino barvila smo red¢ili z elektroforetskim pufrom 1-
krat TAE. Po barvanju smo gele spirali 1 minuto v 1x TAE. pH raztopine z barvilom in

destilirane vode je bil 7,6. Gele smo pregledovali v transiluminatorju Gel Doc EQ System,


http://mollie.berkeley.edu/~bruns/tour/primers.html
http://mollie.berkeley.edu/~bruns/tour/primers.html
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PC (Bio-Rad, Italy) pod UV lu¢jo (302 nm). Za slikanje smo uporabili digitalni fotoaparat

EOS 500D (Canon, Japonska), za obdelavo slik na raCunalniku pa prilozen program EOS

500D SD Version 20,0.

Preglednica 13: Snovi in koli¢ine, za pripravo 0 in 100-odstotne raztopine denaturacijskega gradienta.

100 % 0%
40 % AA/bis-AA 37,5:1 2.8 ml 4,6 ml
50XTAE 280 pl 460 pl
Glicerol 280 ul 460 pul
Formamid 5,6 ml /
Urea 5,886 ¢ /
MQ H,0 Do 14,0 (=0,785) ml Do 23,0 (=17,48) ml

Preglednica 14: Volumni 0 in 100-odstotne raztopine za pripravo denaturacijskega gradienta 25 % - 60 %.

100 % 0% Y
25% (Lo) 3,75 ml 11,25 ml 15,0 ml
60 % (Hi) 9,00 ml 6,00 ml 15,0 ml
y 12,75 ml 17,25 ml

Gele smo vlivali v dveh stopnjah: gradientni del in krovni del (0 %), v katerega vstavimo

glavnik. Pred vlivanjem gela dodamo v 60 % in 25 % meSanico katalizatorja (preglednica

15), ki sprozijo polimerizacijo. Ko vlijemo gel, pocakamo 30 minut, da se deloma strdi,

nato na vrhu dolijemo krovni gel (»Cover« gel), kateremu prej dodamo katalizatorje

(preglednica 15). Ko je krovni gel vlit, med plos¢i vstavimo glavnik.

Preglednica 15: Koli¢ina dodanega katalizatorja za polimerizacijo gela in skupni kon¢ni volumni posameznih

raztopin.

APS (10 %) TEMED >
25 % (Lo) 125,0 pl 5,2 ul 15,0 pl
60 % (Hi) 125,0 pl 5,2 ul 15,0 pl
0 % krowvni gel 57,5 ul 5,75 ul 5,75 ul
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3.2.5 Predstavitve rezultatov

Podatke o pojavljanju tipov ECM na sadikah bukve in spreminjanje fenofaz smo uredili v
programu Microsoft Office Excel 2007. Za prikaz tipov ECM v pilotnem poskusu v §tirih
razliénih poskusih smo uporabili 2D-tortni grafikon. S pomocjol100 odstotno nalozenega
2D-pali¢nega vrsti¢nega grafikona smo prikazali deleze pojavljanja tipov ECM na sadikah
bukve v pilotnem poskusu skupaj in posamic za vsak poskus posebej. Enak grafikon smo
uporabili za predstavitev podatkov, kjer smo primerjali pojavljanje tipov ECM na vitalnih
in odmrlih sadikah bukve iz pilotnega poskusa. 100 odstotno nalozen 3D-stolpi¢ni grafikon
smo uporabili za predstavitev podatkov spreminjanja fenofaz pri sadikah bukve v
posameznem poskusu. Spreminjanje posameznih fenofaz (faze 1, 3, 5) smo za vse S§tiri

poskuse skupaj predstavili na raztresenem grafikonu z ravnimi ¢rtami in 0znakami.

V preglednice smo uredili rezultate primerjav z nukleotidnih zaporedij vzorcev, ki smo jih
poslali v sekvenciranje, z bazami podatkov GenBank in podatke za pestrost ECM za

posamezen poskus.
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4 REZULTATI

4.1 TIPI EKTOMIKORIZE NA BUKVI

4.1.1 Kratki opisi tipov ECM

Na vseh pregledanih sadikah bukvic smo s pomoc¢jo morfolosko-anatomske metode
(Agerer, 1987-2008) opisali 12 tipov ektomikorize (priloga 1). Do vrste smo uspeli dolo¢iti
en tip ECM (Cenococcum geophilum). Nadaljevali smo z molekularnimi metodami
doloc¢anja tipov ECM. S pomnozevanjem segmentov DNK tipov ektomikorize, ki smo jih
dolo¢ili po morfolosko-anatomski metodi (Agerer, 1987-2008) s polimerazno verizno
reakcijo, smo pri petih vzorcih ekstrahirane DNK na agarozni gelski elektroforezi, dobili

ve¢ kot eno progo (slika 4).

100:bn E00/73_14
E09/73_13 ()
(B e
| (Ehi
Gay*

Slika 4: Slika agaroznega gela po agarozni gelski elektroforezi. Pri petih vzorcih DNK smo po
pomnozevanju s PCR reakcijo dobili ve¢ kot eno progo. Posamezne proge smo izrezali iz gela, ponovno
pomnozili in sekvencirali. S primerjavno sekvenciranega dela rDNK z javno dostopno bazo podatkov
GenBank (spletna stran NCBI, 18. mar. 2010), smo poskusali identificirati ali potrditi morfolosko

identifikacijo tipov ektomikorize.
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Preglednica 16: Seznam sekvenciranih vzorcev ektomikorize na bukvi. Pri vzorcih, kjer smo na agaroznem
gelu dobili ve¢ kot eno progo, smo posamezne proge oznacili. * oznacuje proge, ki smo jih izrezali iz gela in

ponovno pomnozili s PCR reakcijo.

ZaporeDNK &t. vzorca | Oznaka vzorca Oznaka proge (angl. band)
1 SLO_IS_001_BU64 S

2 SLO_IS_005_BU94 S

3 SLO_IS_008_BU53_S

4 SLO_IS_009_BU50_J

5 SLO_IS_010_BU45_J

6 SLO_IS_011_BU30_S

7 SLO_IS_ 012 BU7_S

8 SLO_IS_013 BU107_S

9 SLO_IS_014_BU109_S

10 SLO_IS_011_BU30_S 6

11 SLO_IS_011_BU30_S 6A
12 SLO_IS_012_ BU7_S 7

13 SLO_IS_003_BU60_S 3*
14 SLO_IS_003_BU60_S 3A*
15 SLO_IS_006_BU112_S 4*
16 SLO_IS_006_BU112_S 4A*
17 SLO_IS 006_BU112_S 4B*
18 SLO_IS_007_BU112_S 5%
19 SLO_IS_007_BU112_S 5A*
20 SLO_IS_007_BU112_S 5B*
21 SLO_IS_ 012 BU7_S TA*
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41.1.1 SLO_IS_001_BU64 S

Morfologija mikoriznega sistema:

Razrascanje: enostavno

Oblika: kroglasta

PovrSina: gladka, sijoca

Dolzina: do1mm

Premeri osi: premer glavne in stranskih osi 1 —2 mm
Obarvanost: snezno bela

Obarvanost apeksa: snezno bela

Izhajajoci elementi: nismo opazili
Anatomija plasca:
Zunanji sloj: plektenhimatski tip po Agerer (1987-2008)

Notranji sloj: plektenhimatski tip po Agerer (1987-2008)

Anatomija izhajajocih elementov:

Hife: nismo opazili
Rizomorfi: nismo opazili
Cistide: nismo opazili

Barvne reakcije z reagenti: nismo opravili

Partner: Fagus sylvatica L.

Nahajalisce: drevesnica Muta, pilotni poskus (S-spomlad)

Molekularne metode: S polimerazno verizno reakcijo smo pomnozili DNK in jo
sekvencirali. S primerjavo ITS1-5.8S rDNK-ITS2 regije rDNK ribosomalne regije v

rDNK z javno dostopno bazo podatkov GenBank (spletna stran NCBI, 18. mar. 2010), smo

poskusali identificirati ali potrditi morfolosko identifikacijo tipa ektomikorize. Rezultate
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primerjav z bazo podatkov - tri najblizje zadetke s parametri podobnosti, akcesijami v bazi

GenBank in komentarjem smo zbrali v preglednici 17.

Preglednica 17: Rezultat primerjav (BLASTn) nukleotidnega zaporedja vzorca 1 (SLO_IS_001_BU64_S)
(preglednica 16) z bazami podatkov.

Dolzina
Stevilka vzorca: 1 (SLO_IS_001_BUG64_S) zaporedja (bp) | 707
Sifra Opis  vzorca | Rezultat Verjetnost | Identi¢nost Vrzeli
zaporedja (GeneBank)
Najblizji | AY312985.1 | Hebeloma 1276 0,0 659/673 (97 | 11/673
zadetki sacchariolens %) (1 %)
GU328547.1 | Uncultured 1254 0,0 690/730 (94 | 15/730 (2
Basidiomycota %) %)
clone
EU668235.1 | Uncultured 1250 0,0 686/726 (94 | 12/726 (1
Hebeloma %) %)
Komentar: Najblizji zadetek iz baze podatkov je sekvenca glive, ki se uvr§éa v vrsto Hebeloma
sacchariolens. Na podlagi drugega zadetka, Basidiomycota, v katerega uvr§éamo tudi H. sacchariolens
in tretjega najblizjega zadetka, je po podobnosti nukleotidnega zaporedja tip najsorodnejsi vrsti H.
sacchariolens..

4.1.1.2 SLO_IS 005_BU94 S

Morfologija mikoriznega sistema:

Razras¢anje: enostavna

Oblika: ukrivljena

Povrsina: groba s posameznimi skupki substrata, ki dajejo svetlikajo¢ videz
Dolzina: do 6 mm

Premeri osi: premer glavne in stranskih osi 0,18-0.20 mm

Obarvanost: oker do rjava barva

Obarvanost apeksa: enaka


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38156238&dopt=GenBank&RID=Y5A7139101S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=284468600&dopt=GenBank&RID=Y5A7139101S&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=186908884&dopt=GenBank&RID=Y5A7139101S&log$=nucltop&blast_rank=3
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Izhajajoci elementi:  nismo opazili

Anatomija plasca:
Zunanyji sloj: plektenhimatski, tip E po Agerer (1987-2008).
Notranji sloj: plektenhimatski, tip E po Agerer (1987-2008).

Anatomija izhajajocCih elementov:

Hife: nismo opazili
Rizomorfi: nismo opazili
Cistide: nismo opazili

Barvne reakcije z reagenti: nismo opravili

Partner: Fagus sylvatica L.

Nahajalisce: drevesnica Muta, pilotni poskus (S)

Slika 5: Vzorec SLO_IS_005 BU94 S. a-Anatomija plas¢a: plektenhimatski tip E po Agerer (1987-2008) z

zna¢ilno oblikovanimi kroznimi hifami. b- slika ektomikorize.

Molekularne metode: Rezultate primerjav z bazo podatkov - tri najblizje zadetke s
parametri podobnosti, akcesijami v bazi GenBank in komentarjem smo zbrali v preglednici
18.
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Preglednica 18: Rezultat primerjav (BLASTnN) nukleotidnega zaporedja vzorca 2 (SLO_IS 005 BU94 S)
(preglednica 16) z bazami podatkov.

Dolzina zaporedja
Stevilka vzorca: 2 (SLO_IS_005_BU94 _S) (bp) 575
Sifra Opis vzorca | Rezultat | Verjetnost | Identi¢nost Vrzeli
zaporedja (GeneBank)
Najblizji | HM036629.1 Fungal sp. 1076 0,0 542/543 (99 %) 1/543 (0,2
zadetki %)
AJ875393.1 Uncultured 770 0,0 507/513 (98 %) 17/602 (2
fungus 18S %)
rRNA gene
(partial)
GU055682.1 Uncultured 586 6e-147 481/584 (82 %) 28/584 (4
Hypocreales %)
clone
Komentar: Najblizji zadetek iz baze podatkov potrjuje, da je sekvencirana DNK gliva. Tretji zadetek jo
uvr$c¢a v red Hypocreales in sicer med vzorce iz okolja. Sklepamo, da vzorec 2 ni ECM.

4.1.1.3 SLO_IS_003_BU60_S (Cenococcum geophilum Fr.)

Opis: Agerer in Gronbach (1988)

Morfologija mikoriznega sistema:

Razrasc¢anje: enostavno

Oblika: ravna

Povrsina: groba, svetleca

Dolzina: do 1,0 mm

Premeri osi: premer glavne in stranskih osi 0,15-0.17 mm
Obarvanost: temno rjava, ¢rna

Obarvanost apeksa: temno rjava, ¢rna

Izhajajoci elementi:  hife


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=294861910&dopt=GenBank&RID=Y7E8J2DC016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=74095688&dopt=GenBank&RID=Y7E8J2DC016&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=261871928&dopt=GenBank&RID=Y7E8J2DC016&log$=nucltop&blast_rank=38
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Anatomija plasca:
Zunanji sloj: zvezdasti, tip G po Agerer (1987-2008)
Notranji sloj: zvezdasti, tip G po Agerer (1987-2008)

Anatomija izhajajocih elementov:

Hife: Stevilne hife, prisotne v zgornji tretjini ECM Kkjer izras¢ajo
pravokotno na ECM

Rizomorfi: nismo opazili

Cistide: nismo opazili

Barvne reakcije z reagenti: nismo opravili

Partner: Fagus sylvatica L.

Nahajalisce: drevesnica Muta, pilotni poskus (S)

Slika 6: Cenococcum geophilum Fr. Slika plasca, zvezdasti tip G po Agerer (1987-2008)

Molekularne metode: Pri molekularnih metodah smo na agaroznem gelu dobili dve progi

(3* in 3A* v preglednici 16, slika 4). Za progo 3* smo po analizi in primerjavi sekvence z
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bazo podatkov GenBank ugotovili, da gre za glivo, ki jo uvr$¢amo v red Sebacinales

oziroma v druzino Sebacinaceae (preglednica 20). Za vzorec DNK, ki ga na agarozni

gelski elektroforezi oznacuje proga 3A*, smo s primerjavo podatkov v zbirki GenBank

potrdili identifikacijo po anatomsko-morfoloski metodi (preglednica 19).

Preglednica 19: Rezultat primerjav (BLASTn) nukleotidnega zaporedja vzorca 14 (SLO_IS 003 BU60_S)
(preglednica 16) z bazami podatkov.

Dolzina
Stevilka vzorca: 14 (SLO_IS_003_BU60_S) zaporedja 491
(bp)
Sifra Opis vzorca | Rezultat | Verjetnost | Identi¢nost Vrzeli
zaporedja (GeneBank)
Najblizji | EU668240.1 | Uncultured 1012 0,0 509/511 (99 | 0/511 (O
zadetki Cenococcum %) %)
isolate
GU452521.1 | Uncultured 992 0,0 507/513 (98 | 2/513 (0,4
Cenococcum %) %)
clone
DQ474383.1 | Uncultured 992 0,0 507/513 (98 | 2/513 (0,4
ectomycorrhiza %) %)

(Cenococcum

geophilum)

Komentar: S sekvenciranjem smo potrdili identifikacijo tipa ektomikorize po anatomsko morfoloski

metodi. Vzorec SLO_IS_003 BUG60_S je Cenococcum geophilum.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=186908889&dopt=GenBank&RID=Y7S2N1S3012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=289547150&dopt=GenBank&RID=Y7S2N1S3012&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=104295292&dopt=GenBank&RID=Y7S2N1S3012&log$=nucltop&blast_rank=4
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Preglednica 20: Rezultat primerjav (BLASTn) nukleotidnega zaporedja vzorca 13 (SLO_IS_003_BU60_S)
(preglednica 16) z bazami podatkov.

(Sebacinaceae)

Dolzina
Stevilka vzorca: 13 (SLO_IS_003_BU60_S) zaporedja 581
(bp)
Sifra Opis vzorca | Rezultat | Verjetnost | Identi¢nost Vrzeli
zaporedja (GeneBank)
Najblizji | EF417824.1 | Uncultured 1144 0,0 593/605 (98 | 4/605 (0,7
zadetki Sebacinales %) %)
clone
FJ196971.1 | Uncultured 1138 0,0 592/605 (97 | 4/605 (0,7
ectomycorrhiza %) %)
(Sebacinales)
EF218817.1 | Uncultured 1130 0,0 595/612 (97 | 6/612 (1
ectomycorrhiza %) %)

Komentar: Najblizji zadetki iz baze podatkov GenBank so sekvence

gliv, ki se uvrScajo v red

bazi podatkov so namre¢ zdruzeni v skupino okoljskih vzorcev (environmental samples).

Sebacinales oziroma druzini Sebacinaceae. Na podlagi tega bi lahko sklepali, da mikorizna gliva
spada v druzino Sebacinaceae. Ker je vzorec 13 eden izmed dveh prog, ki smo jih reamplificirali, je

mozno tudi, da se je DNK prenesla iz okolja in da v tem primeru ne gre za ECM. Vsi trije zadetki v

4114 SLO_IS_ 006 BU112 S

Morfologija mikoriznega sistema:

RazraSc¢anje:

Oblika:

Povrs$ina:

Dolzina:

Premeri osi:

Obarvanost;

Obarvanost apeksa:

Izhajajoci elementi:

enostavno

ravna do rahlo ukrivljena

groba, svetleca, na povrsini so pogosti delci substrata, opazimo lahko

posamezne rjave pege

do 6 mm

premer glavne in stranskih osi 0,12- 0.21 mm

rjava

rjav, lahko nekoliko temneje obarvan

nismo opazili


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=148612692&dopt=GenBank&RID=Y7RGB3FE016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=225007871&dopt=GenBank&RID=Y7RGB3FE016&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=145453843&dopt=GenBank&RID=Y7RGB3FE016&log$=nucltop&blast_rank=3
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Anatomija plasca:

Zunanji sloj: plektenhimatski, tip E po Agerer (1987-2008) s posameznimi
kratkimi segmenti

Notranji sloj: plektenhimatski, tip E po Agerer (1987-2008)

Anatomija izhajajocih elementov:

Hife: nismo opazili
Rizomorfi: nismo opazili
Cistide: nismo opazili

Barvne reakcije z reagenti: nismo opravili

Partner: Fagus sylvatica L.

Nahajalisce: drevesnica Muta, pilotni poskus (S)

Slika 7: Peziza ostracoderma. Anatomija plaséa-tip E po Agerer (1987-2008) s posameznimi kratkimi

segmenti.
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Molekularne metode: Na agaroznem gelu smo pri vzorcu SLO_IS _006_BU112_S dobili
tri proge, 4*, 4A* in 4B* (preglednica 16, slika 4). VVsako od prog smo izrezali in ponovno
pomnozili z polimerazno verizno reakcijo. Pomnozke DNK smo poslali v sekvenciranje.
Dobljene sekvence smo primerjali s podatki v bazi podatkov GenBank. Rezultati so

prikazani v preglednicah 21, 22 in 32 (pomnozki korenin bukve).

Preglednica 21: Rezultat primerjav (BLASTN) nukleotidnega zaporedja vzorca 16 (SLO_IS_006_BU112_S)

(preglednica 16) z bazami podatkov.

Dolzina
Stevilka vzorca: 16 (SLO_IS_006_BU112_S) zaporedja (bp) | 615
Sifra Opis  vzorca | Rezultat | Verjetnost | Identi¢nost Vrzeli
zaporedja (GeneBank)
Najblizji | GQ267495.1 | Uncultured 1242 0,0 635/643 (98 | 1/643 (0,2
zadetki fungus %) %)
GU990362.1 | Uncultured 1228 0,0 625/631 (99 | 1/631 (0,2
Peziza isolate %) %)
EU819461.1 | Peziza 1222 0,0 631/643 (98 | 1/643 (0,2
ostracoderma %) %)
Komentar: Najblizji zadetek iz baze podatkov so sekvence gliv, ki se uvr$€ajo v rod Peziza sp.
oziroma vrsto Peziza ostracoderma. Natan¢nej$o umestitev glive, katere rDNK regijo smo pomnozili
v vzorcu SLO_IS_006_BU112_S v rodu Peziza, smo ugotavljali s filogenetsko analizo.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254351310&dopt=GenBank&RID=YN5TSWCK012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=295291461&dopt=GenBank&RID=YN5TSWCK012&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=194304299&dopt=GenBank&RID=YN5TSWCK012&log$=nucltop&blast_rank=3
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Preglednica 22: Rezultat primerjav (BLASTN) nukleotidnega zaporedja vzorca 17 (SLO_IS_006_BU112_S)

(preglednica 16) z bazami

podatkov.

Dolzina
Stevilka vzorca: 17 (SLO_IS_006_BU112_S) zaporedja (bp) | 542
Sifra Opis vzorca | Rezultat | Verjetnost | Identi¢nost Vrzeli
zaporedja (GeneBank)
Najblizji | EU917102.1 | Uncultured 1040 0,0 538/550 (97 | 0/550 (O
zadetki fungus clone %) %)
RFLP24
EU554928.1 | Uncultured 1018 0,0 518/524 (98 | 0/524 (0
fungus clone %) %)
78a02
EU726288.1 | Uncultured 860 0,0 479/508 (94 | 4/508 (0,8
Helotiales %) %)
clone PP47 D1
Komentar: Najblizji zadetek iz baze podatkov GenBank je gliva iz redu Helotiales, in je v bazi
GenBank uvrs¢en med okoljske vzorce (environmental samples). Menimo, da DNK vzorca 17 ne
izvira iz ECM, temve¢ iz nakljuéne glive iz substrata. DNK, ki se je med PCR pomnozila, smo
najverjetneje prenesli v ekstrakcijski pufer med odvzemanjem mikoriznega vrsicka.

4115 SLO_IS_007 BU112_S

Morfologija mikoriznega sistema:

RazraS$canje:
Oblika:
Povrsina:
Dolzina:
Premeri osi:

Obarvanost:

Obarvanost apeksa:

Izhajajoci elementi:

iregularno pinatno

ukrivljena

groba, nagubana povrSina, na povrsini so delci substrata

dolcm

premer glavne in stranskih osi 0,09-0.21 mm

osnovna barva je oker do rjava, delci substrata prilepljenega na

povrsino dajejo na videz rumeno barvo

temno rjav

nismo opazili


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=218563967&dopt=GenBank&RID=Y7THW0GZ012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=172054400&dopt=GenBank&RID=Y7THW0GZ012&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=189098261&dopt=GenBank&RID=Y7THW0GZ012&log$=nucltop&blast_rank=4
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Anatomija plasca:
Zunanji sloj: prehoden tip med tipom H in L po Agerer (1987—-2008)
Notranji sloj: pseudoparenhimatski, tip L po Agerer (1987-2008)

Anatomija izhajajocih elementov:

Hife: nismo opazili
Rizomorfi: nismo opazili
Cistide: nismo opazili

Barvne reakcije z reagenti: nismo opravili

Partner: Fagus sylvatica L.

Nahajalisce: drevesnica Muta, pilotni poskus (S)

Slika 8: Leptodontidium orchidicola. Slika tipa ektomikorize.

Molekularne metode: Tudi pri vzorcu 19 smo na agaroznem gelu dobili tri proge 5*, 5A*

in 5B*(preglednica 16, slika 4). Za vzorec 5* smo s pomoc¢jo baze podatkov GenBank
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ugotovili, da sekvenca pripada gostiteljski rastlini Fagus sylvatica L.. VVzorec 5A* je gliva

iz rodu Leptodontidium (preglednica 23). Za vzorec 5B* je bil kromatogram neberljiv.

Preglednica 23: Rezultat primerjav (BLASTN) nukleotidnega zaporedja vzorca 19 (SLO_IS_007_BU112_S)
(preglednica 16), z bazami podatkov.

Dolzina zaporedja
Stevilka vzorca: 19 (SLO_IS_007_BU112_S) (bp) 569
Sifra Opis vzorca | Rezultat | Verjetnost | Identi¢nost Vrzeli
zaporedja (GeneBank)
Najblizji | GU055637.1 | Uncultured 1056 0,0 557/571 (97 %) 4/571
zadetki Leptodontidium (0,7 %)
clone
NG_P_E05
EU003001.1 | Uncultured 1056 0,0 557/571 (97 %) 4/571
ascomycete (0,7 %)
clone 11f
AF486133.1 | Leptodontidium | 1056 0,0 555/570 (97 %) 2/570
orchidicola (0,4 %)

Komentar: Najblizji zadetek v bazi podatkov GeneBank je z relativno visoko identi¢nostjo (97 %) rod
Leptodontidium, zato smo se odloéili, da vzorec 19 uvrstimo v imenovani rod. Natan¢nej$o umestitev

glive, katere rDNK regijo smo pomnozili v vzorcu SLO_IS_007_BU112_S v rodu Leptodontidium,

smo ugotavljali s filogenetsko analizo..

4.1.1.6 SLO_IS 011 _BU30_S (Tuber sp.1)

Morfologija mikoriznega sistema:

Razra$c¢anje: enostavno

Oblika: ravna, lahko tudi rahlo ukrivljena

PovrSina: gladka

Dolzina: do5mm

Premeri osi: premer glavne in stranskih osi 0,20-0,37 mm
Obarvanost: rjava

Obarvanost apeksa: rjava


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=261871883&dopt=GenBank&RID=Y7TWS6K4016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=154082177&dopt=GenBank&RID=Y7TWS6K4016&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=20136207&dopt=GenBank&RID=Y7TWS6K4016&log$=nucltop&blast_rank=4
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Izhajajoci elementi:  cistide

Anatomija plasca:

Zunanji sloj: pseudoparenhimatski, tip D po Agerer (1987-2008) , hife oblikujejo
mrezo iz katere izras¢ajo cistide

Notranji sloj: pseudoparenhimatski z epidermoidnimi celicami, tip M po Agerer
(1987-2008)

Anatomija izhajajocih elementov:

Hife: nismo opazili

Rizomorfi: nismo opazili

Cistide: Jezasto izras¢ajo iz mikoriznega plasca, tip A po Agerer (1987-
2008)

Barvne reakcije z reagenti: nismo opravili

Partner: Fagus sylvatica L.

Nahajalisce: drevesnica Muta, pilotni poskus (S)

Slika 9: Tuber sp.1. a-Tip ektomikorize. B-cistidiji, ki izra¢ajo iz plasca
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Molekularne metode: Pri vzorcu (SLO_IS_011 BU30_S) smo dobili dve progi (6 in 6A)
(slika 4). V sekvenciranje smo poslali vzorec 6 (preglednica 16), kjer prog nismo
izrezovali in loCevali, ter vzorca 10 in 11 (preglednica 16, slika 4), kjer smo vsako progo
posebej izrezali, vendar ocis¢eno DNK nismo ponovno pomnozevali, ker je bilo
pomnozevanje kvantitativno dovolj uspesno za neposredno izrezovanje in osamitev rDNK.
Rezultat primerjav (BLASTn) nukleotidnega zaporedja vzorcev 6 (SLO_IS 011 BU30_S)
in 11 (SLO_IS 011 BU30_S) z bazami podatkov, smo prikazali v preglednicah 24, 25 in

32.

Preglednica 24: Rezultat primerjav (BLASTnN) nukleotidnega zaporedja vzorca 6 (SLO_IS 011 BU30_S)

(preglednica 16) z bazami podatkov.

Dolzina zaporedja

(Tuber)

Stevilka vzorca: 6 (SLO_IS_011_BU30_S) (bp) 646
Sifra Opis vzorca | Rezultat | Verjetnost | Identi¢nost Vrzeli
zaporedja (GeneBank)

Najblizji | AY748861.1 | Uncultured 1332 0,0 666/666 (100 % 0/666

zadetki ectomycorrhiza (0 %)

(Tuber)
GQ267493.1 | Tuber sp. 1316 0,0 662/666 (99 %) 0/666
(0 %)
DQ068998.1 | Uncultured 1258 0,0 633/634 (99 %) 1/634
ectomycorrhiza (0,2 %)

SLO_IS 011 BU30_S v rodu Tuber, smo ugotavljali s filogenetsko analizo.

Komentar: Vsi trije najbolj podobni zadetki so sekvence gliv, ki se uvr§éajo v rod Tuber sp., zato smo

vzorec 6 uvrstili v ta rod. Natan¢nejSo umestitev glive, katere rDNK regijo smo pomnozili v vzorcu



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=60202973&dopt=GenBank&RID=Y7GTJ9BN01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254351308&dopt=GenBank&RID=Y7GTJ9BN01S&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=71066885&dopt=GenBank&RID=Y7GTJ9BN01S&log$=nucltop&blast_rank=3
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Preglednica 25: Rezultat primerjav (BLASTn) nukleotidnega zaporedja vzorca 11 (SLO_IS 011 BU30_S)
(preglednica 16) z bazami podatkov.

Dolzina zaporedja
Stevilka vzorca: 11 (SLO_IS_011_BU30_S) (bp) 610
Sifra Opis vzorca | Rezultat | Verjetnost | Identi¢nost Vrzeli
zaporedja (GeneBank)
Najblizji | AY748861.1 | Uncultured 1258 0,0 631/632 (99 %) 0/632
zadetki ectomycorrhiza (0 %)
(Tuber)
GQ267493.1 | Tuber sp. 1242 0,0 627/632 (99 %) 0/632
(0 %)
EU379679.1 | Tuber sp. 1236 0,0 626/630 (99 %) 1/630
(0,2 %)

Komentar: Vsi trije najbolj podobni zadetki so sekvence gliv, ki se uvr§éajo v rod Tuber sp., zato smo

vzorec 11 uvrstili v ta rod. Natanénej$o umestitev glive, katere rDNK regijo smo pomnozili v vzorcu

SLO_IS 011 BU30_S v rodu Tuber, smo ugotavljali s filogenetsko analizo.

4.1.1.7 SLO_IS 012 BU7_S (Tuber sp.2)

Morfologija mikoriznega sistema:

Razra$c¢anje: enostavno

Oblika: ravna

Povrsina: gladka

Dolzina: do5 mm

Premeri osi: premer glavne in stranskih osi 0,20- 0,37 mm
Obarvanost: rjava

Obarvanost apeksa:  rjava

Izhajajoci elementi:  cistide

Anatomija plasca:
Zunaniji sloj: pseudoparenhimatski, tip D po Agerer (1987-2008) , hife oblikujejo

mreZo iz katere izraS¢ajo cistide


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=60202973&dopt=GenBank&RID=YTTABKY601N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254351308&dopt=GenBank&RID=YTTABKY601N&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=166407387&dopt=GenBank&RID=YTTABKY601N&log$=nucltop&blast_rank=3
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Notranji sloj: prehodni tip med pseudoparenhimatskim in plektenhimatskim, tip H
po Agerer (1987-2008)

Anatomija izhajajocih elementov:

Hife: nismo opazili

Rizomorfi: nismo opazili

Cistide: Jezasto izra$Cajo iz mikoriznega plasca, tip A po Agerer (1987-
2008)

Barvne reakcije z reagenti: nismo opravili

Partner: Fagus sylvatica L.

Nahajalisce: drevesnica Muta, pilotni poskus (S)

a b

Slika 10: Tuber sp.2. a-Tip ektomikorize. B-anatomija notranjega sloja plas¢a:tip H po Agerer (1987-2008)

Molekularne metode: Pri vzorcu (SLO_IS_012_BU7_S) smo dobili dva razlicno dolga
pomnozka (7 in 7A) (slika 4). V sekvenciranje smo poslali vzorec 7 (preglednica 16), kjer
prog nismo izrezovali in loCevali, ter vzorca 12 in 21 (preglednica 16, slika 4), kjer smo
vsako progo posebej izrezali. Vzorca 12 (proga 7 na sliki 4) pred sekvenciranjem nismo

ponovno pomnozili s PCR reakcijo, medtem ko smo vzorec 21 pred sekvenciranjem (proga
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7A* na sliki 4) reamplificirali. Vzorec 12 je gostiteljski organizem Fagus sylvatica L
(preglednica 32). Rezultat primerjav (BLASTn) nukleotidnega zaporedja vzorcev 7
(SLO_IS 012 BU7_S) in 21 (SLO_IS 012 BU7_S) z bazami podatkov, smo prikazali v
preglednicah 26 in 27.

Preglednica 26: Rezultat primerjav (BLASTn) nukleotidnega zaporedja vzorca 7 (SLO_IS 012 BU7_S)

(preglednica 16) z bazami podatkov.

Dolzina zaporedja
Stevilka vzorca: 7 (SLO_IS_012_BU7_S) (bp) 650
Sifra Opis vzorca | Rezultat | Verjetnost | Identi¢nost Vrzeli
zaporedja (GeneBank)
Najblizji | AY748861.1 | Uncultured 1332 0,0 666/666 (100 % 0/666
zadetki ectomycorrhiza (0 %)
(Tuber)
GQ267493.1 | Tuber sp. 1320 0,0 664/668 (99 %) 0/668
(0 %)
DQ068998.1 | Uncultured 1258 0,0 633/634 (99 %) 1/634
ectomycorrhiza (0 %)
(Tuber)

Komentar: Vsi trije najbolj podobni zadetki so sekvence gliv, ki se uvr§éajo v rod Tuber sp., zato smo
vzorec 7 uvrstili v omenjeni rod. NatanénejSo umestitev glive, katere rDNK regijo smo pomnozili v

vzorcu SLO_IS_012 BU7_S v rodu Tuber, smo ugotavljali s filogenetsko analizo.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=60202973&dopt=GenBank&RID=Y7GTJ9BN01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254351308&dopt=GenBank&RID=Y7GTJ9BN01S&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=71066885&dopt=GenBank&RID=Y7GTJ9BN01S&log$=nucltop&blast_rank=3
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Preglednica 27: Rezultat primerjav (BLASTnN) nukleotidnega zaporedja vzorca 21 (SLO_IS 012 BU7_S)

(preglednica 16) z bazami podatkov.

Dolzina zaporedja

Stevilka vzorca: 21 (SLO_IS_012_BU7_S) (bp) 606
Sifra Opis vzorca | Rezultat | Verjetnost | Identi¢nost Vrzeli
zaporedja (GeneBank)

Najblizji | AY748861.1 | Uncultured 1228 0,0 614/614 (100 %) 0/614

zadetki ectomycorrhiza (0 %)

(Tuber)
GQ267493.1 | Tuber sp. 1212 0,0 610/614 (99 %) 0/614
(0 %)
EU379679.1 | Tuber sp. 1208 0,0 611/614 (99 %) 1/614
(0 %)

Komentar: Vsi trije najbolj podobni zadetki so sekvence gliv, ki se uvr§éajo v rod Tuber sp., zato smo
vzorec 21 uvrstili v ta rod. Natan¢nej$o umestitev glive, katere rDNK regijo smo pomnoZili v vzorcu

SLO_IS 012 _BU7_S v rodu Tuber, smo ugotavljali s filogenetsko analizo.

4.1.1.8 SLO_IS 013 _BU107_S

Morfologija mikoriznega sistema:

Razra$c¢anje: enostavno

Oblika: ravna do rahlo ukrivljena

Povrsina: groba, svetleca

Dolzina: do 3 mm

Premeri osi: premer glavne in stranskih osi 0,17- 0.26 mm
Obarvanost: rjava ali oker s posameznimi rjavimi pegami na povrsini

Obarvanost apeksa: enaka

Izhajajoci elementi:  nismo opazili

Anatomija plasca:

Zunanji sloj: pseudoparenhimatski, tip L po Agerer (1987-2008)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=60202973&dopt=GenBank&RID=YTTABKY601N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254351308&dopt=GenBank&RID=YTTABKY601N&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=166407387&dopt=GenBank&RID=YTTABKY601N&log$=nucltop&blast_rank=3
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Notranji sloj: pseudoparenhimatski, prehoden tip med tipom L in M po Agerer
(1987-2008)

Anatomija izhajajocih elementov:

Hife: nismo opazili
Rizomorfi: nismo opazili
Cistide: nismo opazili

Barvne reakcije z reagenti: Sulfovanilin — nismo opazili reakcije

Partner: Fagus sylvatica L.

Nahajalisce: drevesnica Muta, pilotni poskus (S)

b
Slika 11: Peziza ostracoderma. a-Tip ektomikorize. b-Notranje plasti plagéa pseudoparenhimatski, prehoden
tip med tipom L in M po Agerer (1987-2008)
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Molekularne metode: Rezultate, ki smo jih dobili s pomoc¢jo molekularnih analiz, smo

prikazali v preglednici 28.

Preglednica 28: Rezultat primerjav (BLASTn) nukleotidnega zaporedja vzorca 8 (SLO_IS_013 BU107_S)

(preglednica 16) z bazami podatkov.

Dolzina
Stevilka vzorca: 8 (SLO_IS_013_BU107_S) zaporedja (bp) | 640
Sifra Opis vzorca | Rezultat | Verjetnost | Identi¢nost Vrzeli
zaporedja (GeneBank)
Najblizji | GU990362.1 | Uncultured 1292 0,0 654/658 (99 %) | 1/658
zadetki Peziza isolate (0 %)
GQ267495.1 | Uncultured 1290 0,0 656/662 (99 %) | 1/662
fungus (0 %)
EU819461.1 | Peziza 1270 0,0 652/662 (98 %) | 1/662
ostracoderma (0 %)
Komentar: Najblizji zadetek iz baze podatkov so sekvence gliv, ki se uvr$€ajo v rod Peziza sp.
oziroma vrsto Peziza ostracoderma. Natanénej$o umestitev glive, katere rDNK regijo smo pomnozili
v vzorcu SLO_IS_013_BU107_S v rodu Peziza, smo ugotavljali s filogenetsko analizo.

4.1.1.9 SLO_IS_014 BU109_S

Morfologija mikoriznega sistema:

Razrasc¢anje: enostavna

Oblika: rahlo do izrazito ukrivljena

Povrsina: gladka

Dolzina: do 2 mm

Premeri 0si: premer glavne in stranskih osi 0,15- 0.18 mm

Obarvanost: bela, bleS¢eca zaradi zraka ujetega v preplet hif, starejsi deli oker do

rjavi (zraka med hifami ni vec)
Obarvanost apeksa: enaka

Izhajajoci elementi:  hife, rizomorfi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=295291461&dopt=GenBank&RID=YTYHMXAA012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254351310&dopt=GenBank&RID=YTYHMXAA012&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=194304299&dopt=GenBank&RID=YTYHMXAA012&log$=nucltop&blast_rank=3
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Anatomija plasca:

Zunanji sloj: plektenhimatski, tip E po Agerer (1987-2008). Med hifami pogosto
zrak, ki daje blescec izgled mikorizi.

Notranji sloj: plektenhimatski, tip A po Agerer (1987-2008). Hife imajo znacilno

krozno razporeditev.

Anatomija izhajajocCih elementov:

Hife: Hife so zelo pogoste, imajo tanko steno, so neobarvane, granulirane.
Hife so zelo pogoste. Preplet hif tvori plas¢, vmes so ujeti zracni
mehurcki. Septe so brez zaponk.

Rizomorfi: Pogosto prisotni, diferencirani. V sredini so odebeljene ravne hife, ki
jih obdajajo tanjse hife. Tip F po Agerer (1987-2008).

Cistide: nismo opazili

Barvne reakcije z reagenti: nismo opravili

Partner: Fagus sylvatica L.

Nahajalisce: drevesnica Muta, pilotni poskus (S)

a b

Slika 12: Scleroderma areolatum. a- Tip ektomikorize. b- rizomorf.
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Molekularne metode: Rezultati molekularnih analiz so prikazani v preglednici 29.

Preglednica 29: Rezultat primerjav (BLASTn) nukleotidnega zaporedja vzorca 9 (SLO_IS_014 BU109_S)
(preglednica 16), z bazami podatkov.

Dolzina
Stevilka vzorca: 9 (SLO_IS_014 BU109_S) zaporedja (bp) | 740
Sifra Opis vzorca | Rezultat | Verjetnost | Identi¢nost Vrzeli
zaporedja (GeneBank)
Najblizji | EU819438.1 | Scleroderma 1538 0,0 7741776 (99 %) | 1/776
zadetki areolatum (0 %)
DQ421114.1 | Uncultured soil | 1528 0,0 772/776 (99 %) | 1/776
fungus clone (0 %)
GU246989.1 | Uncultured 1510 0,0 769/774 (99 %) | 3/774
Scleroderma (0 %)
isolate
Komentar: Najblizji zadetek iz baze podatkov je sekvenca glive, ki se uvrs€a v vrsto Scleroderma
areolatum. NatanénejSo umestitev glive, katere rDNK regijo smo pomnozili v vzorcu
SLO_IS 014 BU109 S v rodu Scleroderma, smo ugotavljali s filogenetsko analizo.

4.1.1.10 SLO_IS_008_BU53_J

Morfologija mikoriznega sistema:

Razra$canje:
Oblika:
Povrsina:
Dolzina:
Premeri osi:

Obarvanost;

Obarvanost apeksa:

Izhajajoci elementi:

enostavna

rahlo do izrazito ukrivljena, lahko izgleda kot nalomljena

gladka

do 3mm

premer glavne in stranskih osi 0,20- 0.26 mm

bela, srebrna, bles¢eca zaradi zraka ujetega v preplet hif, starejsi deli
oker do rjavi (zraka med hifami ni vec)

enaka

hife, rizomorfi, posamezne cistide


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=194304276&dopt=GenBank&RID=YU0HZK7P01N&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=90102798&dopt=GenBank&RID=YU0HZK7P01N&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=282801779&dopt=GenBank&RID=YU0HZK7P01N&log$=nucltop&blast_rank=3
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Anatomija plasca:

Zunanji sloj: plektenhimatski, tip A po Agerer (1987-2008).

Notranji sloj: plektenhimatski, tip E po Agerer (1987-2008). Opazili smo
posamezne kratke segmente.

Anatomija izhajajocCih elementov:

Hife: Hife so zelo pogoste, nimajo zaponk. Povezave med hifami so tipa b,
po Agerer (1987-2008). Opazili smo posamezne zozitve hif. Pred
razvejitvami je celicna stena odebeljena. Opazili smo doliporne

septe. Hife so dveh tipov: granulirane in gladke.

Rizomorfi: Pogosto prisotni, diferencirani. V sredini so odebeljene ravne hife, ki
jih obdajajo tanj$e hife. Tip F po Agerer (1987-2008).
Cistide: posamezne cistide tipa N po Agerer (1987-2008).

Barvne reakcije z reagenti: nismo opravili

Partner: Fagus sylvatica L.

Nahajalisce: drevesnica Muta, novi poskus (J)
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b c

Slika 13: Scleroderma areolatum. a- Cistide tipa N po Agerer 1987-2008, razli¢ni tipi hif: napihnjena,
granulirana in zozitve hif pred razvejanjem. b- Tip ektomikorize. c- Rizomof in hife. V kvadratu je

poudarjena povezava med hifami tipa b, po Agerer (1987-2008).

Molekularne metode: Rezultati molekularnih analiz so prikazani v preglednici 30.
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Preglednica 30: Rezultat primerjav (BLASTnN) nukleotidnega zaporedja vzorca 3 (SLO_IS 008 BU53 S)

(preglednica 16), z bazami podatkov.

Dolzina
Stevilka vzorca: 3 (SLO_IS_008_BU53_S) zaporedja (bp) | 739
Sifra Opis vzorca | Rezultat | Verjetnost | Identi¢nost Vrzeli
zaporedja (GeneBank)
Najblizji | EU819438.1 | Scleroderma 1508 0,0 756/757 (99 %) | 0/757
zadetki areolatum (0 %)
EU784416.1 | Scleroderma 1504 0,0 754/757 (99 %) | 0/757
verrucosum (0 %)
DQ421114.1 | Uncultured 1498 0,0 754/757 (99 %) | 0/757
soil fungus (0 %)
clone

analizo.

Komentar: Najblizji zadetek iz baze podatkov so sekvence gliv, ki se uvrs¢ajo v vrsti Scleroderma
areolatum in Scleroderma verrucosum. Natan¢nejSo umestitev glive, katere rDNK regijo smo

pomnozili v vzorcu SLO_IS_008_BU53 S v rodu Scleroderma, smo ugotavljali s filogenetsko

4.1.1.11 SLO_IS_009_BU50_J

Morfologija mikoriznega sistema:

RazraSc¢anje:
Oblika:
PovrSina:
Dolzina:
Premeri osi:
Obarvanost:

Obarvanost apeksa:

Izhajajoci elementi:

Anatomija plasca:

Zunanji sloj:

monopodialni piramidalno

rahlo do izrazito ukrivljena

gladka, na povrsino so pogosti prilepljeni delci substrata
do 5 mm

premer glavne in stranskih osi 0,14-0.27 mm

oker do nezno rumena

svetlo rjav, vendar ni nujno vedno razli¢ne barve

hife

pseudoparenhimatski z nepravilno oblikovanimi celicami


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=194304276&dopt=GenBank&RID=YU1PUFHS01S&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=209870940&dopt=GenBank&RID=YU1PUFHS01S&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=90102798&dopt=GenBank&RID=YU1PUFHS01S&log$=nucltop&blast_rank=3
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Notranji sloj: plektenhimatski, tip E po Agerer (1987-2008)

Anatomija izhajajocCih elementov:

Hife: Hife so redko prisotne, brezbarvne, nimajo zaponk. Na povrsini hif
smo opazili kristalcke.

Rizomorfi: nismo opazili

Cistide: nismo opazili

Barvne reakcije z reagenti: Sulfovanilin-nismo opazili reakcije

Partner: Fagus sylvatica L.

Nahajalisce: drevesnica Muta, novi poskus (J)

Slika 14: Slika tpa ECM vzorca SLO_IS_009 BU50_J.

Molekularne metode: V sklopu molekularnih metod nismo prisli do natancnejSih
rezultatov, ker je bil kromatogram neberljiv, najverjetneje kot posledica meSanice
pomnozkov ITS1-5,8S rDNK-ITS2 dveh razli¢nih glivnih taksonov, prisotnih v vzorcu
SLO_IS_009_BU50_J.
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4.1.1.12 SLO_IS_010_BU45 J

Razrasc¢anje:
Oblika:

Povrsina:

Dolzina;
Premeri osi:

Obarvanost:

Obarvanost apeksa:

Izhajajoci elementi:

Anatomija plasca:

Zunanyji sloj:

Notranji sloj:

enostavna

ravna do rahlo ukrivljena
gladka,
posamezni delci substrata

svetlikajoCa, na povrSino so lahko redko prilepljeni

do 3 mm

premer glavne in stranskih osi 0,18-0.23 mm

siva, na obmocjih, kjer je na povrsSino prilepljen substrat je lahko
povrsina rumeno do oker obarvana

enaka

hife

plektenhimatski s posameznimi kratkimi odseki, tip E po Agerer
(1987-2008).
plektenhimatski, tip E po Agerer (1987-2008).

Anatomija izhajajocih elementov:

Hife:
Rizomorfi:
Cistide:

Redke, tanke, brezbarvne, septirane. Septe lahko imajo zaponke.
Nismo opazili

Nismo opazili

Barvne reakcije z reagenti: nismo opravili

Partner:

Nahajalisce:

Fagus sylvatica L.

drevesnica Muta, novi poskus (J-jesen)
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b

Slika 15: Laccaria proxima. a- Tip ektomikorize. b- Hife. Na sliki je s pus¢ico oznacena septa z zaponkami.
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Molekularne metode: Rezultati analiz so prikazani v preglednici 31.

Preglednica 31: Rezultat primerjav (BLASTN) nukleotidnega zaporedja vzorca 5 (SLO_IS 010 BU45 J)

(preglednica 16) z bazami podatkov.

Dolzina
Stevilka vzorca: 5 (SLO_IS_010_BU45 J) zaporedja (bp) 688
Sifra Opis vzorca | Rezultat | Verjetnost | Identi¢nost Vrzeli
zaporedja (GeneBank)
Najblizji | AJ534899.1 | Laccariasp. | 1358 0,0 679/679 (100 | 0/679 (O
zadetki %) %)
GU990354.1 | Uncultured 1318 0,0 688/706 (97 %) | 1/706 (0
Laccaria %)
isolate
GQ267477.1 | Laccaria 1318 0,0 689/707 (97 %) | 2/707 (0
proxima %)
Komentar: Najblizji zadetek iz baze podatkov so sekvence gliv, ki se uvrs¢ajo v rod Laccaria sp.
Vzorec 5 smo zato uvrstili v ta rod. Tretji najblizji zadetek za vzorec 5 je Laccaria proxima.
NatanénejSo umestitev glive, katere rDNK regijo smo pomnozili v vzorcu SLO_IS 010 BU45 J v
rodu Laccaria, smo ugotavljali s filogenetsko analizo.

4.1.2 ZdruZitev tipov ektomikorize

Tipi ektomikorize, kot so Peziza ostracoderma, Tuber sp. in Scleroderma areolatum so se
med analizami veckrat pojavili pri razli¢nih sadikah bukve. Sklepali smo, da bi lahko §lo
za iste organizme, ki smo jih po anatomsko-morfoloski metodi dolo¢ili kot razli¢ne. V ta
namen smo naredili primerjavo sekvenc s programom MEGA 4.1. Ugotovili smo, da so
sekvence, ki se pojavijo veckrat, identi¢ne. Torej gre za enake tipe ektomikorize in ne za
dva locena tipa, kot smo sprva sklepali na podlagi anatomsko-morfoloske metode
dolocanja tipov ektomikorize. Na podlagi tega smo vzorce 6, 7, 11 in 21 (preglednica 16)
zdruzili v skupino Tuber sp., vzorca 8 in 16 v skupino gliv, ki so po podobnosti
nukleotidnega zaporedja najblizje vrsti Peziza ostracoderma (GenBank EU819461.1)
(preglednica 16) in vzorca 3 in 9 (preglednica 16) v skupino gliv, ki so po podobnosti

nukleotidnega zaporedja najblizje vrsti Scleroderma areolatum (GenBank EU819438.1).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=27497417&dopt=GenBank&RID=Y7G1G902012&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=295291453&dopt=GenBank&RID=Y7G1G902012&log$=nucltop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254351292&dopt=GenBank&RID=Y7G1G902012&log$=nucltop&blast_rank=5
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=194304299&dopt=GenBank&RID=YTYHMXAA012&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=194304276&dopt=GenBank&RID=YU1PUFHS01S&log$=nucltop&blast_rank=1
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Poleg glivne DNK, smo pri Stirth  vzorcih  (SLO_IS 006_BU112 S,
SLO_IS_007_BU112_S, SLO_IS 011 BU30_S in SLO_IS_012 BU7_S) pomnozili tudi
DNK gostiteljske rastline Fagus sylvatica L. Sekvence omenjenih vzorcev, ki so po
podobnosti nukleotidnega zaporedja najblizje gostiteljskemu organizmu Fagus sylvatica L.
(GenBank AY748861.1) smo po primerjavi sekvenc s programom MEGA 4.1 zdruzili v

eno skupino in prikazali v preglednici 32.

Preglednica 32: Rezultat primerjav (BLASTN) nukleotidnega zaporedja vzorcev 10, 12, 18 in 15
(SLO_IS_006_BU112 S, SLO_IS_007_BU112_S, SLO_IS_ 011 BU30_S in SLO_IS_012_BU7_S)

(preglednica 16), z bazami podatkov.

Dolzina zaporedja

Stevilka vzorca: 10 (SLO_IS 011 _BU30_S) (bp) 697
Sifra Opis vzorca | Rezultat | Verjetnost | Identi¢nost Vrzeli
zaporedja (GeneBank)

Najblizji | AJ888473.1 | Fagus sylvatica | 1408 0,0 712/718 (99 %) 0/718

zadetki (0 %)
AY232982.1 | Fagus sylvatica | 1400 0,0 702/703 (99 %) 0/703

subsp. sylvatica (0 %)
AY232975.1 | Fagus sylvatica | 1400 0,0 702/703 (99 %) 0/703
subsp. sylvatica (0 %)

Komentar: Najblizji zadetki v bazi podatkov GeneBank ustrezajo gostiteljski rastlini Fagus sylvatica

subsp. sylvatica.

4.1.3 Primerjava pojavljanja tipov ECM v pilotnem poskusu pri razli¢nih pogojih

Analize pojavljanja tipov ektomikorize smo naredili za pilotni poskus, ki je bil zastavljen
spomladi 2009. Za novi poskus, ki smo ga zastavili v jeseni 2009, nismo delali analiz, ker
nismo pregledali koreninskih sistemov vseh sadik bukev in zato rezultati ne bi bili
relevantni. Mikorizno glivo Laccaria proxima smo izpustili iz analize primerjav tipov

ektomikorize, saj smo jo identificirali na sadiki bukve iz novega poskusa.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=84310000&dopt=GenBank&RID=Y7PK737E016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=37925677&dopt=GenBank&RID=Y7PK737E016&log$=nucltop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=37925670&dopt=GenBank&RID=Y7PK737E016&log$=nucltop&blast_rank=3
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4.1.3.1 Pojavljanje tipov ektomikorize v pilotnem poskusu

V celotnem pilotnem poskusu smo identificirali tipe ECM na 51 koreninskih vr$ickih pri
40 sadikah bukve od skupaj 72 sadik. Na 32 sadikah bukve nismo identificirali nobenega
tipa ECM. Od 51 koreninskih vrSickov z mikorizo, smo identificirali po
12 (23,5 %) mikoriznih vrsi¢kov v poskusu 1 in 3, 16 (31,4 %) v poskusu 2 ter 11 (21,6 %)
mikoriznih vr$i¢kov v poskusu 4. V poskusu 1 je bilo 6 tipov ECM na 6-ih sadikah od 7-ih
odmrlih sadik. 6 tipov ECM je bilo na 4-ih sadikah od 11-ih vitalnih sadik. V poskusu 2 je
bilo 15 tipov ECM na 11-ih sadikah od 15-ih odmrlih sadik in 1 tip ECM na eni sadiki od
treh vitalnih sadik. V poskusu 3 so vse sadike odmrle. Identificirali smo 12 tipov ECM na
11-ih sadikah. V poskusu 4 smo identificirali 11 tipov ECM na 7-ih sadikah od 8-ih
odmrlih sadik in nobenega tipa ECM na vitalnih sadikah. Najve¢ji delez ektomikorize smo
dolo¢ili pri poskusu 2, kjer so bile sadike bukev v komori pri temperaturi od 15-20° C, z
dodatnim ohlajanjem koreninskega sistema. Najmanjsi deleZ ektomikorize smo nasli v

poskusu 4. Pri poskusih 1 in 3, je delez pojavljanja ektomikoriznih gliv enak (slika 16).

®m Poskus 1: 15-20°C, brez
hlajenja korenin

® Poskus 2: 15:20°C, 2
dodatnim hlajenjem korenin

® Poskus 3: povisana
temperatura

W Poskus 4: kontrolni poskus

Slika 16: Delez ektomikoriznih kratkih korenin glede na pregledane koreninske vrsicke sadik bukve v
pilotnem poskusu pri §tirih razliénih pogojih (povisana temperatura, 15-20° C brez dodatnega ohlajanja
koreninskega sistema, 15-20° C z dodatnim ohlajanjem koreninskega sistema in kontrolni poskus, Kjer so bile

sadike izpostavljene zunanji temperaturi).
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4.1.3.2 Delez pojavljanja tipov ektomikorize v posameznem poskusu glede na celotni
pilotni poskus

Deleze pojavljanja posameznih tipov ektomikorize smo prikazali na slikah 17 in 18.
Najveckrat smo na sadikah bukve identificirali Hebelomo sacchariolens (64,7 %), sledile
so Peziza ostracoderma (17,6 %), Tuber sp. (9,8 %), Leptodontidium orchidicola (30,9 %),
Scleroderma areolatum in Cenococcum geophilum z 2 % (slika 17). V vsakem od obeh

tipe ektomikorize. Na sadikah bukev, ki smo jih izpostavili poviSani temperaturi (do 50°

C), smo identificirali dva tipa ektomikorize in na sadikah kontrolnega poskusa 3 ECM tipe
(slika 18).

Tipi ektomikorize v pilotnem poskusu
HebSac

PezOst

(M

H(
(48

Tub sp

Tipi

LepOrc
Sclare

CenGeo

4] 10 20 30 40 50 60 70 80 920 100

Delezi pojavljanja tipov ECM (%)

Slika 17: Delezi pojavljanja tipov ektomikorize na sadikah bukve v pilotnem poskusu. HebSac-Hebeloma
sacchariolens. SclAre-Scleroderma areolatum. LacPro-Laccaria proxima. Tub sp.-Tuber sp. PezOst-Peziza
ostracoderma. CenGeo-Cenococcum geophilum. LepOrc-Leptodontidium orchidicola.
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Tipi £CM v kontrotnem poskust Tipi ECM v komori (15-20°C) 2 dedatnim ohlaganjem

ROreninskegy sastema

Scldre

KOMORA |15-20°C} brez dodatnega ohlajanja

Tipl ECM v poskusu s pavitano temperaturo
koreninskega ststema

Tipl LCM

Slika 18: Delezi pojavljanja ektomikorize na sadikah bukve v kontrolnem poskusu in pri treh razli¢nih
temperaturni pogojih rasti. HebSac-Hebeloma sacchariolens. SclAre-Scleroderma areolatum. LacPro-
Laccaria proxima. Tub sp.-Tuber sp. PezOst-Peziza ostracoderma. CenGeo-Cenococcum geophilum.

LepOrc-Leptodontidium orchidicola.

4.1.3.3 Primerjava pojavljanja ektomikoriznih tipov na vitalnih in odmrlih sadikah bukve

iz pilotnega poskusa

Pri sadikah pilotnega poskusa smo naredili primerjavo za delez mikoriznih in nemikoriznih
koreninskih vrSickov na vitalnih in odmrlih sadikah, za vsak poskus posebej. Na
koreninskih vrSickih vitalnih sadik, smo ECM identificirali v poskusu 1 in 2. V poskusu 1
je za 2 % ve¢ ECM vrsickov, kot v poskusu 2, vendar moramo upostevati, da je v poskusu
1 tudi ve vitalnih sadik, kot v poskusu 2. Ce bi bilo v poskusu 2 ve¢ vitalnih sadik, bi
morda identificirali ve¢ji delez ECM na koreninskih vrSickih. V poskusu 3 so vse sadike
odmrle, zato tipov ECM na vitalnih sadikah ni bilo mogoce identificirati. V poskusu 4 je

bilo 10 vitalnih sadik, vendar na nobeni od njih nismo identificirali tipov ECM. Odstotke
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mikoriznih in nemikoriznih koreninskih vrSickov na vitalnih sadikah bukve smo prikazali
na sliki 19. Pojavljanje mikoriznih in nemikoriznih tipov ECM v pilotnem poskusu smo na
grafu predstavili tudi za odmrle sadike (slika 19). Na grafu opazimo, da je pri odmrlih
sadikah v primerjavi z vitalnimi sadikami, ve¢ ektomikorize, kar je posledica tega, da smo
pri odmrlih sadikah s pomocjo stereo lupe pregledali celotne koreninske sisteme, medtem

ko smo pri vitalnih sadikah koreninske sisteme pregledovali s prostim o¢esom.

Dele: mikarizih in ne mikorignih vitalnib adik v Delez mikorizrih in ne mikorizaih odmriih sadik bukve v
pllotnem paskusu platnemn poskisy
al ne
L LAY
N ] -\
L
ar 15 1 N JIn s L2100 » 10

Slika 19: Primerjava pojavljanja tipov ektomikorize pri vitalnih in odmrlih sadikah bukve v pilotnem
poskusu. n-stevilo vitalnin/odmrlih sadik v pilotnem poskusu.

4.1.4 Pestrost ektomikorize

Najveckrat smo identificirali H. sacchariolens (priloga D). V kontrolnem poskusu smo jo
opazili pri Sestih sadikah. Poleg nje smo opazili Se Tuber sp. pri eni sadiki in P.
ostracoderma pri stirih sadikah. Vse tipe smo identificirali na odmrlih sadikah bukve
(priloga D4). Pri odvzemanju vzorcev za ekstrakcijo smo prenesli tudi delce substrata,
zato smo pomnozili tudi DNK gliv, ki se navadno nahajajo v vzorcih iz okolja
(environmental samples), specificno iz vzorcev prsti. Tako smo predstavnike redu
Hypocreales identificirali pri dveh sadikah in predstavnike redu Helotiales pri S$tirih
sadikah bukve (priloga D4). Na koreninskih sistemih sadik, izpostavljenih temperaturi 15-
20° C z dodatnim ohlajanjem korenin, smo H. sacchariolens opazili pri 11 sadikah,
Tuber sp. pri dveh, in pri treh sadikah P. ostracoderma. Tudi na koreninskih sistemih sadik
tega poskusa, smo izolirali DNK predstavnikov iz okolja, ki pripadajo redu Helotiales



Straus 1. Tipi ektomikorize pri sadikah bukve (Fagus sylvatica L.) v rizotronih
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

76

(priloga D2). Na koreninskih sistemih sadik, ki smo jih izpostavili temperaturi 15-20° C in

kjer predela korenin nismo dodatno ohlajali, smo pri petih sadikah opazili H.

sacchariolens, pri eni sadiki S. areolatum, Tuber sp. smo opazili na koreninskih sistemih

stirih sadik in P. ostracoderma na dveh sadikah (priloga D1). Na koreninskih sistemih

sadik, ki smo jih izpostavili poviSani temperaturi, SM0 enajstkrat opazili H. sacchariolens

in enkrat C. geophilum. Iz substrata smo pri eni sadiki izolirali DNK glive iz redu

Sebacinales (priloga D3).

4.2 DOKAZOVANJE ECM V VZORCU ZEMLJE Z METODO DGGE

Rezultati DGGE elektroforetske loc¢itve PCR pomnozkov so pokazali, da se ektomikorizne

glive nahajajo tudi v substratu in ne le na koreninskem sistemu sadik (slika 20). Proge, ki

pripadajo posamezni vrsti gliv, smo na sliki obkrozili. Proga vzorca 14 je slabo opazna, ker

smo na gel nanesli premajhno koli¢ino DNK. Enako velja za vzorec 8, kjer proge sploh ni

opaziti.

Preglednica 33: Tipi ektomikorize in oznaka substratov, ki smo jih uporabili v analizi DGGE.

Tip Stevilka in oznaka vzorca Oznaka | Oznaka sadike
ektomikorize (preglednica 12) substrata | (Fagus sylvatica L.)

Vzorec 11 (SLO_IS_011_BU30_S) S1 BU30
Tuber sp.

Vzorec 12 (SLO_IS_012_BU7_S) BU7

S2

Vzorec 7A (SLO_IS_012_BU7_S) BU7
Peziza Vzorec 8 (SLO_IS_013 BU107_S) BU107
ostracoderma S3

Vzorec 16 (SLO_IS_006_BU112_S) BU112
Scleroderma Vzorec 9 (SLO_IS_014 BU109_S) BU109
areolatum sS4

Vzorec 3 (SLO_IS 008 BU53 J) BU53
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Slika 20: DGGE elektroforetska logitev pomnozkov PCR iz izbranih vzorcev.

7
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4.3 FENOFAZE NA BUKVI

4.3.1 Delezi fenofaz na sadikah bukve pri razlicnih pogojih

Najhitreje so olistale sadike poskusa 1, ki smo jih izpostavili temperaturi 15-20° C, brez
hlajenja korenin (slika 21). Opazimo lahko, da se delez faze ena zmanjsuje, hkrati se delez
faze pet povecCuje. Na zacetku popisovanja fenofaz, 64. julijanskega dne, so bile prisotne
vse tri faze. V 92. julijanskem dnevu popisovanja so bile sadike Se vedno v vseh treh
razvojnih fazah, medtem ko so bile 96. dne sadike samo $e v fazah 1 in 3. 103. dne v letu
so bile vse sadike iz poskusa 1 v peti fazi razvoja listov. Kot druge so najhitreje olistale
sadike iz poskusa 2, ki smo jih izpostavili temperaturi 15-20° C, z dodatnim hlajenjem
korenin (slika 22). Tudi tukaj velja trend zmanjSevanja deleza sadik v fazi ena in
povecevanja deleza sadik v fazi pet. V 64. julijanskem dnevu je bil najvecji delez sadik v
fazi ena, vendar so bile nekatere sadike Ze v peti fazi razvoja. V 92. julijanskem dnevu ni
bilo nobene sadike ve¢ v fazi ena. V 103. julijanskem dnevu so bile vse sadike v poskusu v
fazi pet. Pri sadikah, ki smo jih izpostavili povi$ani temperaturi (slika 23), je razvoj potekal
pocasneje. Fenofaza pet se je pojavila v 85. julijanskem dnevu. DelezZ faze 5 se je do 124,
dne poveceval, vse dokler niso vse sadike presle v fazo 5. V 124. julijanskem dnevu so bile
vse sadike v fazi pet. Najkasneje so olistale sadike iz kontrolnega poskusa (poskus 4) (slika
24). Sadike so bile do 103. julijanskega dne v fazi dormance oziroma v fazi ena. V 124.
julijanskem dnevu se pojavi faza tri in v 134. faza pet. Do 139. julijanskega dne, ko smo
popis fenofaz zakljucili, je bilo v fazi pet manj kot 50 odstotkov sadik bukev kontrolnega

poskusa.
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Slika 21: Spreminjanje fenofaz pri sadikah bukve iz poskusa 1 (15-20°C brez hlajenja korenin).
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Slika 22: Spreminjanje fenofaz pri sadikah bukve iz poskusa 2 (15-20° C s hlajenjem korenin).
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Slika 23: Spreminjanje fenofaz pri sadikah bukve v poskusu 3 (povi$ana temperatura-rastlinjak).
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Slika 24: Spreminjanje fenofaz pri sadikah bukve v poskusu 4 (kontrola).
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4.3.2 Spreminjanje fenofaz na sadikah bukve

Na slikah 24-26 je prikazano spreminjanje posameznih fenofaz pri vseh Stirih poskusih
skupaj. Sadike bukev so postopoma prehajale iz faze 1 v fazo 5. Na zacetku popisovanja,
64. julijanskega dne, je bil veéji delez bukev v fazi 1 (slika 25), proti koncu popisovanja pa
v fazi 5 (slika 27). Na sliki 25 vidimo, da je velik delez bukev v vseh §tirih poskusih na
zacetku v 64. julijanskem dnevu v fazi 1. Delez bukev v fazi 1 se s pomikanjem proti 139.
julijanskem dnevu zmanjs$uje. Na sliki 27 opazimo obratno situacijo. V 64. julijanskem
dnevu je delez bukev v peti fazi nizek ali je enak ni¢ in se s pomikanjem proti 139.
julijanskemu dnevu povecuje vse do 100 odstotkov. Na obeh slikah izstopa krivulja
kontrolnega poskusa, saj krivulja ne pade na 0 % (slika 25) oziroma ne doseze 100 %
(slika 27). Razlog je v tem, da je bilo ob zakljucku popisa na 139. julijanski dan, 23,5 %
sadik Se vedno Vv fazi ena (slika 25). 1z enakega razloga krivulja na sliki 27 ni dosegla 100
%. Slika 26 prikazuje spreminjanje fenofaze tri v vseh Stirih poskusih. Krivulja, ki opisuje
potek za fenofazo sprva nara$ca, ker se listi postopoma razvijajo in tako prehajajo iz faze
ena v fazo tri. Potem krivulja zacne upadati, ker listi iz faze tri prehajajo v fazo pet. Za
sadike bukev pri povisani temperaturi pa krivulja po prvotnem upadu zopet naraste. Razlog
za takSno spreminjanje krivulje je v tem, da so nekatere sadike iz faze ena presle v fazo tri
in nato v fazo pet. Pri delu sadik pa je razvoj potekal poCasneje. Zato so bile te Se v fazi
ena, ko so bile druge Ze v fazi pet. Zato delez sadik v fazi tri upade in se zopet poveca, ko

so preostale sadike iz faze ena presle v fazo tri.
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Slika 25: Spreminjanje fenofaze 1 na sadikah bukve v novem poskusu.
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Slika 26: Spreminjanje fenofaze 3 na sadikah bukve v novem poskusu.



Straus 1. Tipi ektomikorize pri sadikah bukve (Fagus sylvatica L.) v rizotronih
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

100

a0

80
Z 50
F 4 w— kOnNtrola
& 60
w
& 50 m—— komora-dodatno ohlajanje
d - "
“g kor. predela
é" a0 e komora-brez dodatnega
= ohlajanja kor. predela
3
o 30

pavisana temperatura
20
10
0 ¢
4] 50 100 150
Danv letu

Slika 27: Spreminjanje fenofaze 5 na sadikah bukve v novem poskusu.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Biogeokemijski procesi v gozdnih ekosistemih, ki vplivajo na tokove CO, med tlemi in
atmosfero, so odvisni od klimatskih razmer v dolo¢enem ¢asovnem obdobju. Poznani so
ucinki sezonskih sprememb na neto primarno proizvodnjo (NPP) v teresti¢nih ekosistemih,
ne pa tudi ucinki posameznih dejavnikov (npr. poviSane temperature) in motenj Vv
posameznem letu na dinamiko ogljika v naslednjih letih. Skupina raziskovalcev (Arnone in
sod., 2008) je ugotovila, da segrevanje zmanjSa neto izmenjavo ogljika travniSkega
ekosistema v letu, v katerem je bila temperatura v okolju poviSana za 4° C, ucinek pa se
prenasa tudi v naslednja leta, v katerih je bila izmerjena znizana NPP na racun heterotrofne
respiracije talnih organizmov. Vzroki poviSanja temperature v nekem ekosistemu so lahko
globalne narave, kot jih predvidevajo prevladujoci scenariji klimatskih sprememb, in
antropogene narave, ko zaradi Cloveskih dejavnosti prihaja do sprememb rabe tal,
kompaktiranja, razgalitve gozdnih povrsin, ki absorbirajo ve¢ toplote kot tla pod
vegetacijskim pokrovom. PoviSana temperatura zaradi klimatski sprememb v zraku vodi v
zmanjSanje vlage v tleh, le-to pa v zmanjSano transpiracijo rastline. Listne reZe na rastlini
se zaprejo in fotosinteza se zmanj$a. ZmanjSanje fotosinteze vpliva na rast in razvoj rastlin.
Podobno se temperatura tal poveca na razgaljenih tleh zaradi uporabe tezke mehanizacije.
Uporaba tezke mehanizacije na gozdnih tleh povzroci zbitost tal, pore se zamasijo in v tleh
je zmanjSana koli¢ina vode in zraka, s tem pa oskrba korenin s kisikom (Boken in Lebert,
2008). Poglavitni dejavnik NPP v gozdnih tleh so organizmi v mikorizosferi, predvsem
korenine in mikoriza kot klju¢na komponenta gozdnih talnih ekosistemov. Zato smo v
diplomskem delu zeleli ugotoviti vrste oziroma visje taksonomske skupine gliv, ki tvorijo

ektomikorizo na izbranih sadikah bukve v rizotronih pri razli¢nih temperaturnih pogojih.
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5.1.1 Tipi ektomikorize na bukvi

Tipe ektomikorize na sadikah bukve v pilotnem poskusu smo dolocali na tri nacine, z
anatomsko-morfolosko metodo po Agerer (1987-2008), z analiziranjem sekvenc in z
izdelavo filogenetskih dreves. Po anatomsko-morfoloski metodi smo dolo¢ili dvanajst
tipov ektomikorize, z analizo sekvenc (molekularne metode) smo jih dolocili sedem, Sest
do vrste in eno do rodu. Ce primerjamo med seboj tipe, ki smo jih dologili z omenjenima
metodama, smo do vrste pravilno in identi¢no dolocili le en tip ECM, Cenococcum
geophilum. Z anatomsko-morfolosko metodo redko dolo¢imo tipe ektomikorize do vrste
(Kraigher in sod., 1995; Kraigher, 1996; Piittsepp, 2004). Zato danes vzporedno z
anatomsko-morfolosko metodo po Agerer (1991), pogosto uporabljamo Se molekularne
metode, oziroma pomnozevanje DNK s polimerazno verizno reakcijo (PCR), ki ji sledi
sekvenciranje in analiza sekvenc. PCR tehnika ne omogoca le zdruzevanje organizmov v
posamezne skupine (grupiranje), temve¢ lahko rezultira v identifikaciji organizmov do
vrste (Kraigher in sod., 1995). V sklopu diplomskega dela smo s pomo¢jo PCR metode in
sekvenciranja do vrste dolocili 6 tipov ektomikorize (Hebeloma sacchariolens, Laccaria
proxima, Peziza ostracoderma, Cenococcum geophilum, Scleroderma areolatum in
Leptodontidium orchidicola), 3 vzorce do redu (Hypocreales, Sebacinales in Helotiales) in

en tip do rodu (Tuber sp.).

Z namenom dolocitve kar najvecjega Stevila tipov ektomikorize do vrste ali vsaj do rodu,
smo v naSem delu neznane in dvomljivo dolocene tipe ektomikorize poskusili dolo€iti z
analizo ITS regij v jedrni ribosomalni DNK. Pri pomnozevanju s PCR reakcijo smo pri
petih vzorcih na gelu dobili ve¢ prog (slika 4). Ker posamezna proga pomeni nov
organizem, smo proge izrezali iz gela, ocistili in ponovno pomnozili s PCR reakcijo.
Skupaj smo v sekvenciranje poslali 21 vzorcev DNK (preglednica 16). Od 21
kromatogramov je bilo ¢itljivih 19. Kromatograme smo pregledali in ustrezno uredili
sekvence. V vsaki sekvenci smo poiskali sekvence zacetnih oligonukleotidov (ITSI-
f/ITS4, ITS1/ITS4). Tako pridobljenim sekvencam smo poiskali najpodobnejse sekvence v
spletni bazi podatkov GenBank. Za iskanje smo uporabili orodje BlastN (spletna stran

programov BLAST, 2010). BlastN deluje po nacelu iskanja lokalnih podobnosti in pri
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izraCunu podobnosti uposteva le primerjane odseke sekvenc. Vecjih vrzeli, ki so posledica

delecij ali insercij nukleotidov, in odsekov ve¢jega neujemanja ne uposteva.

Poleg omenjenih metod smo za identifikacijo ektomikoriznih tipov na sadikah bukve
izdelali filogenetska drevesa (molekularna filogenetika). Filogenetsko drevo lahko
opiSemo podobno kot pravo drevo. Korenina drevesa predstavlja zadnjega skupnega
prednika vseh obravnavanih vrst. Na takem "golem" sistemu ali ogrodju lahko gradimo
tako rekoc€ vso ostalo biologijo, zacensi z bolj klasicno sistematiko in taksonomijo. Naloge
slednje so klasifikacija, ki vkljucuje identifikacijo taksonomskih skupin in ugotavljanje
njihovih  diagnosticnih ~ znacilnosti, = poimenovanje,  rangiranje in  druge
(Filogenetske osnove ... , 2010). Z omenjeno metodo, smo Zeleli potrditi identificirane
tipe ECM, ki smo jih do vrste dolo¢ili z molekularnimi metodami. Poleg tega smo
poskusali dolo¢iti vrsto ECM iz rodu Tuber sp., kar nam z anatomsko-morfolosko metodo
in z molekularnimi metodami ni uspelo. Za L. proxima, P. ostracoderma, S. areolatum in
L. orchidicola smo izdelali filogenetska drevesa (Priloga 3), da bi vsako od nastetih vrst

dodatno potrdili.

C. geophilum je geografsko zelo razSirjena vrsta z zelo Sirokim spektrom avtotrofnih
partnerjev. Na obmocjih, kjer se pojavi, pogosto postane dominantna gliva (Smith in Read
D. J., 2008). LoBuglio in sod. (2002) so naredili filogenetsko analizo, na osnovi primerjave
18S ribosomalne RNA podenote, med nespolno obliko C. geophilum in spolnimi oblikami
askomicet (Ascomycetes). Rezultati analize so pokazali, da je C. geophilim osnovna,
intermediarna povezava med redovoma Pleosporales in Dothidiales, ki ju uvrs¢amo med
Loculoascomycetes. Ker se C. geophilum v naravi pojavlja kot anamorf in zato ne
poznamo spolnega stadija, Ki je potreben za pravilno klasifikacijo gliv, ga Agerer (1987-

2008) uvrsca med neidentificirane tipe ECM.

Pri vzorcu 3 (preglednica 16) smo po primerjavi sekvenc z bazami podatkov dobili dva
mozna rezultata, Scleroderma areolatum in Scleroderma verrucosum. Obe vrsti imata zelo

visok odstotek podobnosti (99 %), zato na osnovi teh podatkov ne moremo sklepati, katera
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od obeh vrst je prava. V ta namen smo izdelali filogenetsko drevo za rod Scleroderma
(Priloga 3C). Vzorec 3 se v dendrogramu uvrsti med vrste Scleroderma areolatum. V
skupini (grozdu) vrste S. areolatum, kamor se uvrstita tudi nasa vzorca (9_014 BU109 in
3_008_BU53), je uvrséena tudi sekvenca EU784416, ki je klasificirana kot S. verrucosum.
Ker vecina sekvenc S. verrucosum in S. areolatum tvori jasno lo¢ena in koherentna grozda,
je mozno, da so avtorji objave EU784416 napacno identificirali doti¢no glivo na osnovi

morfolosko-anatomskih kriterijev.

Vsa pomnozena zaporedja ektomikoriz v rizotronih iz rodu Tuber (sekvence 6, 7, 11 in 21)
so identi¢na. Iz tega sklepamo, da gre za isti tip ektomikorize, kljub opazenim razlikam na
anatomsko-morfoloskem nivoju. Za rod Tuber sp. smo izdelali filogenetsko drevo (Priloga
3E) iz katerega ne moremo sklepati za katero vrsto gre, saj vzorci tvorijo lo¢eno grozd, ki
filogenetsko sodi v skupino t.i. malih belih gomoljik, ki so v bazi podatkov GenBank
zastopane pretezno z vrstno neklasificirani vzorci iz rodu Tuber. Najbolj sorodna grozda
tako predstavljajo neidentificirano skupino vzorcev blizu vrsti T. pacificum, ki geografsko
izhajajo iz Severne Amerike (nukleotidna zaporedja z akcesijami FJ008030, DQ420631,
EU563484, AY634174 in FJ807981) in Mehike (EU563484), ter vecjo skupino
neizoliranih vzorcev iz rodu Tuber z razli¢nimi geografskimi porekli, blizu vrsti T. borchii.
Moznih virov inokulumov za neznano ektomikorizo iz rodu Tuber v drevesnici je vec, saj
smo v neposredni blizini gredic, na katerih so rastle bukvice, pred izkopavanjem opazili
ve¢ ektomikoriznih vrst (Carpinus betulus, Quercus rubra) in tujerodno vrsto, ki tvori
arbuskularno mikorizo, Juglans nigra. Drevesa so bila sajena v letu 1963, njihov izvor pa
ni znan (podatek Drevesnice Omorika). Ker gre za odrasla drevesa z dobro razvitim
koreninskim sistemom, lahko sklepamo, da je prislo do infekcije korenin bukvic tudi z

inokulumom omenjenih dreves neznanega porekla (Grebenc, os. kom.).

Prva razvita zacetna oligonukleotida za pomnoZevanje glivne DNK s PCR reakcijo sta bila
ITS1 in ITS4, za pomnozevanje ribosomalne gene regije 5,8 S, ter obmocje med majhno in
veliko ribosomalno podenoto (White in sod., 1990, cit. po. Kendall, 2005). Zacetna
oligonukleotida sta poleg Sirokega spektra glivne DNK, pomnozevala tudi DNK izolirano

iz drugih organizmov, med drugim tudi iz rastlinskih gostiteljskih organizmov (Kendall,
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2005). Pri odvzemanju koreninskih vrsickov za ekstrakcijo DNK, smo v treh primerih
(vzorec SLO_IS_005 BU94 S, SLO_IS 003 BU60_S in SLO_IS 006 _BU112_S) skupaj
s koreninskim vrSickom v pufer verjetno prenesli tudi delce substrata. Pri ekstrakciji DNK
smo poleg mikorizne DNK tako izolirali tudi DNK gliv, ki se nahajajo v substratu in DNK
gostiteljske rastline, saj se ektomikorizne glive razras¢ajo po povrsini koreninskih vrsickov
gostiteljskih rastlin. Pri petih vzorcih smo po pomnozevanju s PCR in uporabo ITS1 in
ITS4 zacetnih oligonukleotidov, na gelu dobili dve ali tri proge (slika 4). Ker vsaka proga
pomeni pomnozek ITS1-5,8S rDNK-ITS2 druge dolZine in tako svoj unikaten organizem,
smo po analizi in primerjavi sekvenc dobili ve¢ razli¢nih organizmov. Zaporedja sekvenc
iz prog 6, 7, 4* in 5* (slika 4) so po primerjavi s sekvencami iz baze podatkov kazala
enako podobnost z gostiteljsko rastlino Fagus sylvatica L., zaporedja sekvenc iz prog 3* in
4B* pa podobnost z organizmi, ki jih navadno izoliramo iz okolja (environmental samples)
in jih uvrs¢amo v red Helotiales in Sebacinales. V tleh poleg mikoriznih gliv Zivijo Se
drugi organizmi, ki imajo pomembno ekoloSko vlogo. To so lahko organizmi, ki z rastlino
zivijo v simbiozi (Killham, 1994), ali pa gre za druge organizme v tleh, npr. razkrojevalce,
ki so pomembni za krozenje snovi v naravi. Omenjene organizme smo Vv substrat prenesli
na koreninskih sistemih sadik bukve, saj majhnih organizmov s spiranjem pod vodo ne
moremo odstraniti. V ekstrakcijski pufer smo jih najbrz prenesli s substratom, ki je bil na

povrsini ECM gliv in ga nismo dobro odstranili.

Poleg nespecifi¢nih glivnih zacetnih oligonukleotidov (ITS1 in ITS4), smo za
pomnozevanje DNK uporabili tudi specifi¢ne glivne zacetne oligonukleotide (ITS1-f), ki
izkljuujejo moznost pomnozevanja rastlinskih genov (Gardes in Bruns, 1993, cit. po
Kendall, 2005). Zacetna oligonukleotida ITS1 in ITS4 sta poleg glivne DNK pomnozila
tudi rastlinsko DNK, kar je dalo ve¢ prog na elektroforetski sliki. Po pomnoZevanju z
ITS1-f in ITS4 smo povsod dobili le po eno progo na gelu. Vemo, da je proga predstavljala
glivno DNA, ker smo uporabili specifi¢ne zacetne oligonukleotide. To, da smo dobili le po
eno progo pa je zgolj naklju¢je oziroma posledica odvzemanja vzorcev za ekstrakcijo, saj
bi lahko tudi ta dva zacetna oligonukleotida pomnozila ve¢ razli¢nih glivnih DNK in na

gelu bi posledi¢no imeli ve€ prog, kot v primeru ko smo uporabili ITS1 in ITS4.



Straus 1. Tipi ektomikorize pri sadikah bukve (Fagus sylvatica L.) v rizotronih 89
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

Zaporedje sekvence 2 oziroma vzorca SLO_IS 005 BU94 S (preglednica 16), je po
primerjavi z bazami podatkov kazalo najblizjo podobnost s predstavniki redu Hypocreales,
ki jih tako kot predstavnike redu Sebacinales in Helotiales, najpogosteje izoliramo iz
okolja. Zato sklepamo, da smo med ekstrakcijo izolirali le DNK iz substrata, ki se je drzal
koreninskega vrsicka, ali pa se DNK ektomikorizne glive med PCR reakcijo ni pomnozila.
Vzrok za to je lahko v tem, da zacetni oligonukleotidi niso nalegali na DNK, ali pa
uporabljeni zacetni oligonukleotidi ne omogocajo pomnozevanja ITS1-5,8S rDNK-ITS2 te

glive.

5.1.2 Pojavljanje tipov ektomikorize na sadikah bukve iz pilotnega poskusa

V celotnem poskusu smo tipe ECM identificirali pri 51 koreninskih vrsickih na sadikah
bukve. Najveckrat smo mikorizo identificirali v poskusu, kjer smo sadike bukev izpostavili
temperaturi 15-20° C in kjer smo predel korenin dodatno ohlajali (slika 16). Ebert (1996,
cit. po Grebenc, 2005) ugotavlja, da so optimalni pogoji za uspe$sno produktivnost in
vitalnost bukve, povpre¢na letna temperatura 8° C in ve¢ kot 800 mm padavin. Optimalni
pogoji za bukev dobro vplivajo tudi na razvoj ektomikorize, kar smo dokazali pri poskusu
2 (15-20° C z dodatnim hlajenjem korenin). Ce oba partnerja v mikorizi Zivita v
optimalnih razmerah, bo njun razvoj potekal hitreje in bo izmenjava snovi bolj u¢inkovita.
23,5 odstotkov ektomikoriznih gliv smo identificirali pri sadikah bukve, ki smo jih
izpostavili temperaturi 15-20° C in Kkjer koreninskega predela nismo dodatno ohlajali (slika
16). Enak odstotek ECM (slika 16) smo identificirali pri poskusu s povisano temperaturo.
Najmanj ECM smo identificirali v kontrolnem poskusu (slika 16). Pri tem moramo
upostevati, da je deleZ odmrlih in vitalnih sadik v posameznem poskusu razli¢en in da smo
koreninske sisteme odmrlih sadik temeljito pregledali pod lupo, koreninske sisteme
vitalnih sadik pa s prostim o¢esom v pol odprti kaseti. Zato je na videz delez ECM na
vitalnih sadikah manjs$i, kot na odmrlih sadikah (slika 19). Tako razporeditev gliv na
odmrlih oziroma na vitalnih sadikah bi lahko v primeru vzorcenja tipov ECM po enaki
metodi razlagali s teorijo o glivah kot razkrojevalcih v naravi. Ko drevo odmre, je mozno,
da ektomikorizne glive, ki sicer zivijo v simbiozi z drevesom, izkoristijo odmrle korenine

kot vir hrane in se posledicno obnasajo kot saprofiti. Ker smo tipe ECM identificirali po
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dveh razlicnih metodah (z lupo in s prostim o¢esom), je vecji delez ECM gliv na odmrlih

sadikah, kot na vitalnih sadikah, posledica vzorcenja.

Ektomikorizne glive, ki smo jih identificirali, so z ekoloSkega vidika precej raznolike. Rod
Hebeloma je zelo heterogen. Vrste lahko tvorijo ektomikorizo ali arbuskularno mikorizo.
Posamezni predstavniki v ekosistemu vrsijo vlogo saprofitov in tako Zivijo brez simbioze z
rastlinami, spet druge, tako imenovane »ammonia« glive, tvorijo trose na tleh, ki so bila
tretirana z ureo ali amoniakom (Marmeisse in sod., 1999). V pilotnem poskusu se je
Hebeloma pojavila najveckrat. Eden od razlogov je, da tvori ECM, drugi pa bi lahko bil ta,
da smo izolirali saprofitske predstavnike rodu Hebeloma iz odmrlih korenin. Hebeloma sp.
se namre¢ v nasem poskusu izrecno pojavlja le na koreninskih sistemih odmrlih sadik,
vendar moramo upostevati, da je morda to posledica nacina vzor¢enja. Predstavniki rodu
Tuber se pojavljajo na apnencastih tleh, kjer je pH tal med 7 in 8 ali ve¢. Redke
predstavnike najdemo v nekoliko bolj zakisanih tleh. Pretezno jih najdemo v revnih tleh
zmernega pasu. Majhne spremembe v vodnem potencialu, pH in koncentraciji hranil
oziroma ionov v tleh, lahko pospesijo razSirjanje ene vrste in zavrejo razSirjanje druge
(Pacioni in Comandini, 1999). V pilotnem poskusu smo predstavnike rodu Tuber
identificirali pri poskusih 1 in 2. Predstavnike rodu Scleroderma smo identificirali samo v
poskusu 1. Jeffries (1999) navaja, da predstavniki rodu Scleroderma pogosto kolonizirajo
mlade koreninske sisteme, kar se sklada z nasimi ugotovitvami, saj so koreninski sistemi
sadik iz pilotnega poskusa bili mladi. Redke vrste lahko razvijejo mikorizo na obmocjih s
povisano temperaturo, tudi do 30° in zaradi tega bi rod Scleroderma lahko bil tudi
pionirski. Kljub temu, da je bil poskus 3 izpostavljen zelo visokim temperaturam, tudi do
50° C, ne moremo podpreti trditve, ker na koreninskih sistemih nismo identificirali
nobenega predstavnika iz rodu Scleroderma. Poleg tega, so vse sadike iz poskusa 3 odmrle.
Pri odmrlih sadikah bukve iz poskusa 3 smo identificirali C. geophilum, ki ga najdemo v
zelo razli¢nih obmogjih. Za C. geophilum je znano, da je rezistenten na suso, da razvije
ECM v obmocjih z nizkim vodnim potencialom in da tvori ECM z mnogimi rastlinskimi
partnerji (Lobuglio, 1999). C. geophilum smo identificirali na sadikah, ki smo jih
izpostavili zelo visoki temperaturi, kar, glede na prej omenjene lastnosti te glive, ne
preseneca. Na koreninskih sistemih sadik kontrolnega poskusa, smo identificirali tri tipe

ECM, H. sacchariolens, P. ostracoderma in L. orchidicola (slika 18). Vse tipe ECM smo
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opazili na odmrlih sadikah bukve (priloga D4). Na koreninskih sistemih sadik, ki smo jih
postavili v komoro s 15-20° C, smo identificirali najve¢ tipov ECM, in sicer na vsakem od
obeh poskusov po Stiri tipe ECM (slika 18). V obeh smo opazili H. sacchariolens, P.
ostracoderma in Tuber sp. V poskusu, Kjer smo predel korenin dodatno ohlajali, smo
opazili Se L. orchidicola, v poskusu, brez dodatnega ohlajanja pa S. areolatum. Na
koreninskih sistemih sadik, ki smo jih izpostavili poviSani temperaturi smo identificirali le

dva tipa ECM, in sicer H. sacchariolens in C. geophilum (slika 18).

Posamezni tipi ECM, se v poskusih veckrat pojavijo. Najveckrat smo identificirali H.
sacchariolens (priloga D). Med poskusi prihaja do razlik v Stevilu, kot tudi v vrstni sestavi
ektomikoriznih gliv (slika 18, priloga D). Po vrstni sestavi sta si najbolj podobna poskusa,
ki smo ju izpostavili temperaturi 15-20° C. Razlog je verjetno ta, da so pogoji v obeh
poskusih enaki, ¢e zanemarimo dodatno ohlajevanje koreninskega predela v enem od
poskusov. Podobno vrstno sestavo ima tudi kontrolni poskus s po tremi predstavniki ECM.
Najbolj odstopa poskus, kjer smo povisali temperaturo, saj ima z ostalimi tremi poskusi le
enega skupnega predstavnika (H. sacchariolens). C. geophilum se je verjetno razvil v fazi,
ko se je prst zaradi previsokih temperatur okolice in premalo vode v substratu osusila, saj
je zanj znaCilno da se pojavlja tam, kjer prevladuje susa (LoBuglio, 1999;
di Pietro in sod., 2007; Paradi in Baar, 2006).

Poleg tega, da se ektomikorizne glive nahajajo na koreninskih vrSickih gostiteljskih rastlin,
jih lahko izoliramo tudi iz substrata, v katerem je posajena sadika z razvito ektomikorizo.
V substratu se namre¢ nahajajo razli¢ni vegetativni in reproduktivni deli ektomikoriznih
gliv (Pohleven, 2009), kot so hife, rizomorfi in trosi. To smo v diplomskem delu dokazali z
metodo DGGE za tri razli¢ne predstavnike, Tuber sp., P. ostracoderma in S. areolatum
(slika 20). Na sliki gela vidimo, da se proge posameznega tipa ECM ujemajo z eno od prog
iz vzorca substrata, kar pomeni, da gre za isti organizem. Pri vzorcih iz substrata lahko
opazimo vecje Stevilo prog. Vecje stevilo prog pomeni vecje Stevilo organizmov, to pa
pomeni vecjo diverziteto. Substrat je bil pred sajenjem sadik v kasete presejan in
pasteriziran, zato razli¢nih mikroorganizmov, katerih prisotnost opazimo na gelu kot
Stevilne proge, nismo mogli prenesti iz okolice. Najverjetneje smo le-te v substrat prenesli

s koreninskim sistemom sadik bukve ob sajenju ali pa vse te proge predstavljajo Stevilne
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ektomikorizne glive, ki so vzpostavile mikorizno povezavo z bukvijo v ¢asu poskusa na

osnovi prenosa trosov po zraku ali na druge nacine (rast v ne sterilnih pogojih).

5.2 FENOFAZE NA BUKVI

Proucevanje fenoloskih faz v dolgem Casovnem nizu je vse pomembnejSe orodje za
ugotavljanje vpliva podnebnih sprememb tako na rastlinski kot Zivalski svet (Bergant in
sod., 2002; Schieber, 2006). Schieber (2006) navaja, da temperatura okolja vpliva na
hitrost razvoja listnih popkov in prvih listov, kar smo z rezultati potrdili. Sadike v poskusih
1 in 2 so bile izpostavljene enakim zunanjim rastnim pogojem (temperatura, svetloba,
vlaga). Edina razlika med obema poskusoma je bila, da smo koreninski sistem sadik iz
poskusa 2 dodatno hladili za 5° C, z namenom, da bi ugotovili, ali majhne spremembe v
temperaturi vplivajo na rast in razvoj sadik. Spreminjanje fenofaz pri sadikah bukve iz
poskusa 1, je potekalo nekoliko hitreje, kot pri sadikah iz poskusa 2, zato lahko trdimo, da
7e majhne razlike v temperaturi v koreninskem okolju vplivajo na rast in razvoj bukve.
Vpliv majhnih temperaturnih sprememb v okolju sta raziskali tudi Vilhar in Kajfez-

Bogataj (2003), ki navajata, da otoplitev za 1° C pomeni 2,4 dni zgodnejse olistanje bukve.

Glede na to, da so bile sadike iz poskusa 3 izpostavljene vi§ji temperaturi v okolju, kot
sadike iz poskusa 1 in 2, smo pri¢akovali, da bodo te sadike olistale prve, dejansko so
olistale kasneje kot sadike v poskusu 1 in 2. Na hitrost olistanja pri rastlinah poleg
temperature vpliva koli¢ina padavin, predvsem na obmocjih, kjer rastlinam med
vegetacijsko dobo primanjkuje vode in je voda omejujo¢ dejavnik rasti (Vilhar in Kajfez-
Bogataj, 2003). Mozno je, da so bile sadike v poskusu 3, v zacetku vegetacijske sezone,
premalo zalite, oziroma, da je bila vlaga v substratu premajhna in da je to vplivalo na
zapoznel razvoj listov na sadikah. Majhna vlaZnost v tleh omejuje fotosintezo pri rastlinah,
kar vpliva na slabse olistanje oziroma na oslabelo rast poganjkov in listov (Sass, 1993, cit.
po Prislan, 2007; Nielsen in Jergensen, 2002). Da je zmanjSana koli¢ina vlage v substratu
vplivala na zapoznelo olistanje pri sadikah v poskusu 3 ne moremo trditi z gotovostjo, ker

v zaCetku vegetacijske sezone (marec-maj), nismo merili vlage v substratu.
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Kot zadnje so olistale sadike iz poskusa 4. Razlog za to pripisujemo nizkim temperaturam
od marca do junija in sen¢ni legi, kamor je postavljen zaboj s sadikami. V prvi polovici
maja 2010 je bila povpre¢na temperatura zraka 14,1° C (ARHIV-Dnevni ..., 2010), kar je
za 2,6° C manj kot je bila povpre¢na temperatura zraka v maju v zadnjih 9-ih letih
(Povprecne letne ... , 2010), zato rezultate tega fenoloskega popisa v let 2010 ne moremo

upostevati kot ustrezni kontrolni poskus.

Poleg abiotskih dejavnikov na rast in razvoj rastlin vplivajo tudi biotski dejavniki, na
primer rastlinski hormoni (Kucera in sod., 2005), mikoriza, idr. Mikorizne povezave
povecujejo rast in koli¢ino pridelka pri rastlinah, ker omogocajo vecji privzem hranil,
odpornost na suso in slanost ter povecujejo toleranco proti patogenim organizmom (Raina
in sod., 2000, cit. po. Zeng, 2006). Od vseh poznanih tipov mikorize sta v kmetijstvu in
gozdarstvu najbolj pomembni ektomikoriza in arbuskularna mikoriza (Zeng, 2006). V
sklopu diplomske naloge, vpliva ektomikoriznih gliv na razvoj bukve nismo posebej
dokazovali, ker nismo naredili temeljite analize koreninskih sistemov na prisotnost
ektomikoriznih tipov, saj smo morali sadike ¢imprej posaditi v substrat, da koreninski
sistemi sadik niso bili predolgo izpostavljeni zraku. Kljub temu smo med skeniranjem
korenin opazili posamezne tipe ektomikorize na koreninskih vrSic¢kih, zato lahko

predvidevamo, da ima mikoriza vpliv na rast in razvoj sadik bukve v novem poskusu.

5.3 VPLIV RAZLICNIH TEMPERATUR NA PESTROST EKTOMIKORIZE

Ugotovili smo, da lahko majhne spremembe temperature (1° C) v okolju precej vplivajo na
fenoloski razvoj rastlin, kot porocajo nekateri raziskovalci (Vilhar in Kajfez-Bogataj,
2003). Poleg tega smo s poskusoma 1 in 2 Zeleli ugotoviti, ali imajo spremembe
temperature v tleh, vpliv na pestrost ektomikorize. Z analizo koreninskega sistema sadik
pilotnega poskusa smo sicer identificirali enako Stevilo ECM tipov pri obeh poskusih,
vendar je bila vrstna pestrost ECM tipov razli¢na. V obeh poskusih smo identificirali H.
sacchariolens, P. ostracoderma in Tuber sp. V poskusu 1 smo identificirali $e S.
areolatum, pri poskusu 2 pa L. orchidicola. Na vitalnih sadikah smo v poskusu 1

identificirali 3 razli¢ne tipe ECM, pri poskusu 2 pa le enega, vendar moramo pri tem
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upostevati, da so v poskusu 2 bile le 3 vitalne sadike, v poskusu 1 pa 11. Ce bi bilo ve¢
vitalnih sadik v poskusu 2, bi bila pestrost ECM morda vecja. Spremembe v temperaturi tal
torej vplivajo na pestrost ECM. Na temperaturne spremembne v tleh v veliki meri poleg
klimatskih sprememb vplivajo tudi antropogeni posegi v naravo oziroma ¢lovek z uporabo
tezke mehanizacije in s posekom gozda (Betts, 2000). Zaradi posegov v gozdne ekosisteme
prihaja do razgaljenosti tal, kar vpliva na albedo. Albedo je mera za svetlobno odbojnost
telesa in pove, kolikSen del vpadne svetlobe se odbije od povrSine (Wang, 2004). Albedo
neposredno nadzorjuje sevanje energije, ki se porazdeli po povrsini, kar vpliva na fizi¢ne,
fizioloSke in biogeokemicne procese v ekosistemu, kot so temperatura, evapotranspiracija,
energijska bilanca, fotosinteza in respiracija (Wang, 2001). Ker spremembe v fotosintezi
vplivajo na procese v rastlini (Sass, 1993, cit. po Prislan, 2007), posledi¢no vplivajo tudi

na razvoj in pestrost ektomikoriznih gliv v tleh.

5.4 SKLEPI

e Pri raziskovalnem delu smo potrdili hipotezo, da se na koreninskih sistemih sadik
bukve, ki jih izpostavimo razlicnim temperaturam, pojavljajo razli¢ni tipi
ektomikorize. Najmanj ektomikoriznih tipov smo identificirali na koreninskih
sistemih sadik, ki smo jih izpostavili poviSani temperaturi, najve¢ pa na sadikah,
izpostavljenih temperaturi 15-20° C. Potrdili smo tudi dejstvo, da temperaturni
stres lahko vpliva na vrstno sestavo tipov ECM. Cenococcum geophilum se pogosto
pojavlja na obmocjih, kjer je visoka temperatura in nizek vodni potencial. Tudi v
nasem poskusu smo ga identificirali samo na odmrlih sadikah bukve, ki smo jih
izpostavili poviSani temperaturi.

e Za ugotavljanje pestrosti ektomikorize v raziskovalnem poskusu smo uporabili tri
metode: anatomsko morfolosko metodo po Agerer (1987-2008), molekularne
pristope in konstrukcijo filogenetskih dreves. Po anatomsko morfoloski metodi smo
do vrste pravilno dolo€ili le en tip ECM, en tip ECM smo pravilno dolo¢ili do rodu.
Z molekularnimi pristopi smo potrdili znane in identificirali neznane tipe ECM. V
dveh primerih nismo uspeli dolociti ustreznega tipa ECM do vrste, zato smo

nadaljevali z metodo izrisovanja dendrogramov. Z omenjeno metodo smo potrdili
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znane tipe ECM in identificirali dva neznana tipa. Z anatomsko morfolosko-metodo
doloc¢anja tipov ECM smo dolo¢ili tipe ECM do vrste le za 8 % in potrdili dejstvo,
da razli¢ni pristopi pri ugotavljanju pestrosti ECM lahko pripeljejo do razli¢nih
rezultatov.

e Pri analizi Stevil¢nosti in pestrosti ektomikorize smo ugotovili, da je najvec tipov
ektomikorize na sadikah, ki smo jih izpostavili temperaturi 15-20° C. Na omenjenih
sadikah smo v obeh poskusih skupaj identificirali kar 5 tipov ECM. Tri tipe ECM
smo identificirali na sadikah kontrolnega poskusa, vendar le na odmrlih sadikah.
Razlog za to je najverjetneje nacin odvzemanja oziroma pregledovanja koreninskih
vrsickov. Odmrle koreninske sisteme smo namre¢ pregledovali pod lupo, medtem
ko smo koreninske sisteme vitalnih sadik pregledovali s prostim ocesom. Najmanj
tipov ECM smo po pricakovanjih identificirali na sadikah, ki smo jih izpostavili
povisani temperaturi.

e Hipotezo, pri kateri smo pri¢akovali vecji delez ektomikorize na koreninskih
sistemih vitalnih sadik, kot na odmrlih sadikah, na podlagi nasih rezultatov ne
moremo niti potrditi niti ovre¢i. Ektomikorizo na vitalnih sadikah smo identificirali
na koreninskih sistemih sadik, ki smo jih izpostavili temperaturi 15-20° C. V
kontrolnem poskusu na vitalnih sadikah nismo zabelezili niti enega tipa
ektomikorize, vendar tukaj ne smemo zanemariti dejstva, da je bil substrat zelo
namocen. Zato ne moremo izkljuciti moZnosti, da se ravno zaradi namocenosti
substrata ektomikoriza na koreninskih vrSi€kih ni razvila. V poskusu, kjer smo
sadike izpostavili poviSani temperaturi, nismo imeli vitalnih sadik, ker so vse
sadike odmrle, zato tudi tukaj ne moremo trditi, da se ektomikoriza na vitalnih
sadikah ni razvila.

e Hipotezo, v kateri smo sklepali, da se micelij ektomikoriznih gliv pojavlja tudi v
substratu in ne le na koreninskih sistemih, smo potrdili.

e V sklopu diplomskega dela smo pri sadikah bukve popisali tudi fenofaze. Ugotovili
smo, da stopnja olistanja pri sadikah bukve sovpada s spreminjanjem okoljske
temperature. Tako so se najprej olistale sadike, ki smo jih izpostavili povisani

temperaturi. Pricakovali smo, da bodo sadike kontrolnega poskusa dokaj hitro
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olistale, vendar so olistale zadnje. Razloge za to iS¢emo v odstopanju dnevnih

temperatur zraka v maju 2010, glede na povprecja v zadnjih 9-ih letih.



Straus 1. Tipi ektomikorize pri sadikah bukve (Fagus sylvatica L.) v rizotronih 97
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

6 POVZETEK

Glive, ki tvorijo ektomikorizo z gozdnim drevjem, predstavljajo kljucno povezovalno
komponento med viri hranil ter simbiontskimi rastlinami in tako bistveno pripomorejo
k delovanju ekosistema. Za razumevanje delovanja in sledenje morebitnim
spremembam v opazovanem gozdnem ekosistemu je nujno poznavanje vrstne sestave
partnerjev v simbiozi. Spremembe v okolju, bodisi naravne ali kot posledica ¢lovekove
dejavnosti, se lahko hitro odrazajo pri makro- ali mikrosimbiontih, predvsem pri
glivah. V naSem delu smo Zeleli ugotoviti vrste oziroma vi§je taksonomske skupine
gliv, ki tvorijo ektomikorizo na sadikah bukve. Poleg tega smo Zeleli ugotoviti, kako
spremembe temperature v okolju vplivajo na pojavljanje in pestrost ektomikoriznih gliv

na sadikah bukve.

V analizo tipov ektomikorize smo vkljucili vse sadike pilotnega poskusa, ki smo ga
zastavili spomladi 2009 in nekaj naklju¢no izbranih sadik novega poskusa, ki smo ga
zastavili jeseni 2009. Za identifikacijo tipov ektomikorize smo uporabili tri razli¢ne
metode: anatomsko-morfolosko metodo po Agerer (1987-2008), molekularne pristope
in izrisovanje dendrogramov. S pomocjo anatomsko morfoloske metode smo na kratko
opisali 12 tipov ektomikorize. S pomoc¢jo molekularnih pristopov smo en tip
ektomikorize potrdili in identificirali ostale neznane tipe ECM. Kljub dovrSenim
molekularnim metodam dveh tipov ECM nismo uspeli identificirati, zato smo kot tretjo
metodo uporabili izrisovanje dendrogramov. Skupaj smo identificirali 7 tipov
ektomikorize od tega 6 na sadikah pilotnega poskusa in 1 na sadikah novega poskusa.

Na podlagi podatkov, ki smo jih dobili pri popisovanju tipov ECM na sadikah bukve,
smo skusali ugotoviti, kako spremembe temperature vplivajo na pestrost ektomikorize.
Ektomikoriza se najbolj optimalno razvija v okolju, ki je optimalno za oba partnerja, ki
jo tvorita. Optimalna letna povpre¢na temperatura za rast in razvoj bukve je 8° C.
Najvec¢ ektomikoriznih tipov smo identificirali na sadikah bukve, ki smo jih izpostavili
temperaturi 15-20° C, ki je od vseh poskusov skupaj najblizje optimalni povprecni

temperaturi 8° C, za rast bukve. Na podlagi podatkov predvidevamo, da se najvec
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mikoriznih povezav razvije v tistth obmocjih, kjer so zunanji dejavniki, kot je

temperatura, najbolj optimalni za oba partnerja, ki tvorita mikorizo.

Spremembe temperature pa ne vplivajo le na pojavljanje ektomikoriznih tipov v
gozdnih tleh, temve¢ tudi na prekinitev dormance pri rastlinah. Ugotovili smo, da se
proces dormance hitreje prekine pri rastlinah, ki so izpostavljene povisani temperaturi,
kot pri tistih, ki so izpostavljene nizjim temperaturam. Kljub temu, da je temperatura
eden od dejavnikov, ki sodeluje pri prekinitvi dormance, sama po sebi tega procesa ne
more prekiniti. Poznamo namre¢ obdobja v zimskem casu, ko so temperature lahko
nekaj dni visoke potem pa zopet padejo pod 0° C. Rastline po temperaturni spremembi
ostanejo v procesu dormance, saj pri prekinitvi dormance sodelujejo Se drugi dejavniki,

kot so hormoni (abscizinska kislina) in dolzina dneva.

Spremembe temperature v gozdnih ekosistemih so lahko globalne narave, kot
predvidevajo prevladujoCi scenariji klimatskih sprememb in lokalne antropogene
narave, ko zaradi ¢lovekovih dejavnosti prihaja do sprememb rabe tal, kompaktiranja in
razgalitve gozdnih tal, ki absorbirajo ve¢ toplote kot tla pod vegetacijskim pokrovom.
Poglavitni dejavnik neto primarne proizvodnje v gozdnih tleh so organizmi v
mikorizosferi, predvsem korenine in mikoriza kot kljuéna komponenta gozdnih talnih
ekosistemov. Poudariti moramo, da majhne spremembe temperature v okolju mo¢no
vplivajo na razvoj in delovanje korenin in mikorize v tleh, s tem pa na dinamiko ogljika
v gozdnem drevju in gozdnih ekosistemih. V diplomskem delu smo dokazali vplive na
rast in razvoj ektomikorize v tleh. Dinamiko ogljika in pretok ogljika med organizmi pa

bomo preucevali v naslednjih Studijah.
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PRILOGE

PRILOGA A

Tipi ektomikorize, ki smo jih dolo¢ili po anatomsko morfoloski metodi

Tip Opis Razras¢anje Povrsina, Izhajajo¢i Anatomija Anatomija plas¢éa- | Anatomija Anatomija | Barvne reakcije z reagenti

in oblika, | obarvanost elementi plaséa-zunanji notranji sloj izhajajocih rizomorfo

dolzina ECM, sloj elementov Y

premeri osi
SLO_IS_ Enostavna, Gladka, sijoca, | Nismo ? ? Nismo opazili | Nismo Nismo opravili
001_BU64_S kroglaste oblike snezno bele | opazili opazili

barve

SLO_IS_ Enostavna, Groba, Hife Zvezdasti, tip G | Zvezdasti, tip G po | Hife so | Nismo Nismo opravili
003_BU6G0_S ravna, temno rjave po Agerer 1987- | Agerer 1987-2002 Stevilne, opazili

dolzina ECM do | barve, tudi 2002 najdemo jih v

0.5 mm, premer | ¢rne, apeks zgornji tretjini

glavne in | enake barve ECM,  kjer

stranskih 0si izras¢ajo

0.15-0.17 mm pravokotno na

ECM

SLO_IS_ Enostavna, Groba, s | Nismo Plektenhimatski, Plektenhimatski, tip E | Nismo opazili | Nismo Nismo opravili
005_BU94_S ukrivljena, posameznimi opazili tip E po Agerer | po Agerer 1987-2002 opazili

dolzina ECM do | skupki 1987-2002

6 mm, premer

glavne in

substrata, Ki

dajejo
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stranskih osi | svetlikajo¢
0.18-0.20 mm videz,
oker do rjave
barve
SLO_IS_ Enostavna, Groba, Nismo Plektenhimatski , | Plektenhimatski Nismo opazili | Nismo Nismo opravili
006_BU112_S ravna do rahlo | svetlikajoca opazili tip E po Agerer opazili
ukrivljena, zaradi  delcev 1987-2002 S
dolzina ECM do | substrata  na posameznimi
6 mm, premer | povrSini, kratkimi segmenti
glavne in | rjave barve,
stranskih osi | apeks  enake
0.12-0.21 mm barve, lahko je
nekoliko
temneje
obarvan
SLO_IS_ Iregularni Groba, Nismo Prehoden tip med | Pseudoparenhimatski, Nismo opazili | Nismo Nismo opravili
007_BU112_S pinatni, nagubana, opazili tipom H in L po | tip L po Agerer 1987- opazili
ukrivljena, izgleda stara, Agerer 1987-2002 | 2002

dolzina ECM do
1 cm, premer
glavne in
stranskih osi
0.09-0.21 mm

posuSena, na
povrsini  delci
substrata, ki
dajejo
rumenkasto
barvo osnovni
oker rjavi
barvi, apeks je

temno  rjavo
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obarvan
Tuber sp. 1 Enostavna, Gladka, Cistide Pseudoparenhimat | Pseudoparenhimatski z | JeZasto Nismo Nismo opravili
SLO_IS_ ravna, lahko | svetlikajoca, iz ski, hife | epidermoidnimi izra§¢ajo iz | opazili
011 BU30_S nekoliko nje jezasto oblikujejo mrezo | celicami, tip M po | mikoriznega
ukrivljena, izras¢ajo iz katere izrasCajo | Agerer 1987-2002 plasca, S0
dolzina ECM do | cistide, cistide, tip D po brezbarvne,
3 mm, premer | barva povrsine je Agerer 1987-2002 tip A po
glavne in | oker do svetlo Agerer 1987-
stranskih ~ osi rjéva‘ Iahko_ S0 2002
0.17-0.35 mm prisotne rja\{e
pege, apeks je
nekoliko bele
barve
Tuber sp. 2 Enostavna, Gladka z | Cistide Pseudoparenhimat | Prehodni  tip  med | Jezasto Nismo Nismo opravili
SLO_IS_ ravna, jezasto ski, hife | pseudoparenhimatskim izra§¢ajo iz | opazili
012_BU7_S dolzina ECM do | izhajajo¢imi oblikujejo mrezo | in plektenhimatskim, tip | mikoriznega
5 mm, premer | cistidami, iz katere izra§¢ajo | H po Agerer 1987-2002 | plaséa, tip A
glavne in | rjave barve, cistide, tip D po po Agerer
stranskih ~ osi | @Peks je enake Agerer 1987-2002 1987-2002
0.20-0.37 mm barve kot ostala
povrsina
SLO_IS_ Enostavna, Gladka, lahko | Nismo Pseudoparenhimat | Pseudoparenhimatski, Nismo opazili | Nismo Sulfovanilin-nismo  opazili
013_BU107_S ravna do rahlo | tudi groba, | opazili ski, tip L po | prehodni tip med tipom opazili reakcije
ukrivljena, svetlikajoca, Agerer 1987-2002 | L in M po Agerer 1987-
dolzina ECM do | rjava ali oker, 2002
3 mm, premer | po povrsini so
glavne in | posamezne
stranskih osi | rjave pege,
0.17-0.26 mm apeks  enake
barve
SLO_IS_ Enostavna, Gladka, Hife, Plektenhimatski, Plektenhimatski,  hife | Hife so zelo | So pogosti, | Nismo opravili
014_BU109_S rahlo do izrazito | blesceca, rizomorfi tip E po Agerer | imajo znaéilno krozno | pogoste, diferencira
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ukrivljena, bela, srebrna, 1987-2002 razporeditev, tip A po | imajo tanko | ni, osrednje
dolzina ECM do | bles¢eca zaradi Agerer 1987-2002 steno, so | hife S0
2 mm, premer | zraka, ki je ujet neobarvane, nekoliko
glavne in | med prepletom granulirane, odebeljene,
stranskih osi | hif, starejsi deli pogoste, imajo septe
0.15-0.18 mm svetlo rumeni preplet hif
do oker (zraka tvori  plasc,
med hifami ni vmes so ujeti
ved), apeks zraéni
enake barve mehurcki,
septe so brez
zaponk
SLO_IS_ Enostavna, Gladka, Hife, Plektenhimatski, Plektenhimatski, tip E | Pogoste, Pogosti, Nismo opravili
008_BU53_J rahlo do izrazito | bleséeca, rizomorfi tip A po Agerer | po Agerer 1987-2002, s | nimajo diferencira
ukrivljena, lahko | belo  srebrne 1987-2002 posameznimi  kratkimi | zaponk, ni, v sredini
izgleda kot da je | barve  zaradi odseki povezave med | odebeljene
nalomljena, zraka ujetega hifami tipa b, | hife, ravne,
dolzina ECM do | med preplet hif po Agerer | obdajajo jih
3 mm, premer | , ko izstisnemo 1987-2002, tanjSe hife,
glavne in | zrak je posamezne tip F po
stranskih 0si | povrSina oker zozitve  hif, | Agerer
0.20-0.26 mm rumene barve, pred 1987-2002
apeks navadno razvejitvami
svetlo  rumen, je celi¢na
na tem predelu stena
ni zraka pod odebeljena,
prepletom hif doliporne

septe, dva tipa
hif:
granulirane in

gladke,
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prisotne
posamezne
cistide tipa N
po Agerer
1987-2002
SLO_IS_ Monopodialno Gladka, Hife Parenhimatski  z | Plektenhimatski, tip E | Redko Nismo Sulfovanilin-nismo  opazili
009_BU50_J piramidalno, pogosto so na nepravilno po Agerer 1987-2002 prisotne, opazili reakcije
rahlo do izrazito | povr$ino oblikovanimi brezbarvne, ni
ukrivljena, prilepljeni delci celicami zaponk, na
dolzina ECM do | substrata, oker povr§ini  hif
5 mm, premer | do nezno so kristalcki
glavne in | rumena, apeks
stranskih osi | je svetlo rjav,
0.14-0.27 mm ni nujno
razli¢ne barve
SLO_IS_ Enostavno, Gladka, Hife Plektenhimatski, s | Plektenhimatski, tip E | Redke, tanke, | Nismo Nismo opravili
010 _BU45 ) ravna do rahlo | svetlikajoca, posameznimi po Agerer 1987-2002 brezharvne, opazili
ukrivljena, redko so nanjo kratkimi  predeli, septirane,
dolzina ECM do | prilepljeni delci tip E po Agerer septe  lahko
3 mm, premer | substrata, , 1987-2002 imajo
glavne in | sive barve, na zaponke

stranskih osi
0.18-0.23 mm

obmocjih  kjer
je  prilepljen

substrat je
rumena do
oker,
obarvanost

apeksa je ista
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PRILOGA B

Parametri za izdelavo dendrograma, ki smo jih za posamezno taksonomsko enoto izdelali s

programom jModelTest 0.1

Settings:
Sample size = 667

Model selected:
Model = TVM+G
Partition = 012314
-InL = 2589.1067
K=74
freqA = 0.2677
freqC = 0.1958
freqG = 0.1951
freqT = 0.3414
R(a) [AC] = 1.5102
R(b) [AG] = 4.3750
R(c) [AT] = 1.6665
R(d) [CG] =0.2831
R(e) [CT] =4.3750
R(f) [GT] = 1.0000
Gamma shape = 0.2560

Priloga B1: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Laccaria izracunali s programom jModelTest 1.0, z
izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev kriterij informativnosti (AlCc-

Akaike Information Criterion corrected )

Settings:
Sample size = 807
Model selected:
Model = TIM2+I+G
Partition = 010232
-InL = 7470.5239
K=182
freqA = 0.2865
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freqC = 0.1909

freqG = 0.1859

freqT = 0.3368

R(a) [AC] = 2.0898
R(b) [AG] = 3.3645
R(c) [AT] =2.0898
R(d) [CG] = 1.0000
R(e) [CT] = 4.8329
R(f) [GT] = 1.0000
Gamma shape = 0.2050

Priloga B2: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Peziza izracunali s programom jModelTest 1.0, z
izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev kriterij informativnosti (AlCc-
Akaike Information Criterion corrected )

Settings:
Sample size = 802

Model selected:
Model = TIM3+G
Partition = 012032
-InL = 8072.2313
K=171
freqA = 0.1686
freqC = 0.3249
freqG = 0.2855
freqT = 0.2211
R(a) [AC] = 1.3503
R(b) [AG] = 4.2382
R(c) [AT] = 1.0000
R(d) [CG] =1.3503
R(e) [CT] = 4.5936
R(f) [GT] = 1.0000
Gamma shape = 0.4900

Priloga B3: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Scleroderma izracunali s programom jModelTest
1.0, z izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev kriterij informativnosti (AlCc-

Akaike Information Criterion corrected )



Straus I. Tipi ektomikorize pri sadikah bukve (Fagus sylvatica L.) v rizotronih
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2010

Settings:
Sample size = 676

Model selected:
Model = TIM2+I
Partition = 010232
-InL = 2484.2914
K =53
freqA = 0.2137
freqC = 0.2802
freqG = 0.2537
freqT = 0.2525
R(a) [AC] = 1.5230
R(b) [AG] = 1.7543
R(c) [AT] = 1.5230
R(d) [CG] = 1.0000
R(e) [CT] = 3.2269
R(f) [GT] = 1.0000
Gamma shape = 0.3330

Priloga B4: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Leptodontidium izracunali s programom jModelTest
1.0, z izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev kriterij informativnosti (AlCc-

Akaike Information Criterion corrected ).
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Settings:
Sample size = 722

Model selected:
Model = TIM2ef+G
Partition = 010232
-InL = 8207.5469
K=122
freqgA = 0.25
freqC =0.25
freqG =0.25
freqT =0.25
R(a) [AC] = 1.4274
R(b) [AG] = 3.0691
R(c) [AT] = 1.4274
R(d) [CG] = 1.0000
R(e) [CT] = 4.7560
R(f) [GT] = 1.0000
Gamma shape = 0.6290

Priloga B5: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Tuber izracunali s programom jModelTest 1.0, z
izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev kriterij informativnosti (AlCc-

Akaike Information Criterion corrected )
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PRILOGA C

Dendrogrami, ki smo jih konstruirali v programu PAUP 4.0B10, po metodi BioNJ.

Bootstrap

GO267477 Laccaria proxima

EU819477 Laccaria laccata

g7

100 DO489641 Laccaria praxima

75 D499 639 Lacoaria praxima

AJBI0TE Lacoaria proxima

e
L5 010 BU4S

GL166896 Lascar|a bieolor

80

DO179122 Laccaria blcolar

100
D0179121 Laccaria bleolar

o4 ’7 ELIES 7086 Lacoara bioolor
99 00179122 Laccaria bicolor

EU488 /10 Laccaria laccata

58

GO166874 Laccaria anethystina

a0 — FJ168600 Laccaria ochropur purea
[E— EUS19473 Laccaria ochropur purea
o — FJ1ER59 & Laccaria lateritia

I ELE194 /8 Lacoaria amethysina
FIE8ER57 Lacoaria laccala

a7 I: ELB18503 Lacoaria lacoala
EUB19478 Laccaria laccata

EU488434 Laccaria montana

EUD7E454 Laccaria amethystina
ELO78463 Lacaaria amathystina

ELO7E452 Lacoaria amelhysina
72

EUO78451 Laccaria amethystina
EUO7EA450 Lacoaria amethysina

D0499640 Laccaria amethystea

AFAAD6E65 Lacearla ametiystina
100 I: ABALI56 Laccaria vinaceo avellan
AB453023 Laccar|a vinaceoavellan

ABZ211273 Lacoar a laccala genes

ABZ211271 Laceariamurina
ABZ11270 Laccaria amathystina

D149 /27 Leplsta nebularls

Priloga C1: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Laccaria izraGunali s programom jModelTest 1.0, z
izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev kriterij informativnosti (AlCc-
Akaike Information Criterion corrected ). Filogenetsko drevo smo konstruirali po metodi BioNJ (2000

Bootstrap).
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AF491629 Peziza ampelina
DQ491497 Periza proteana
— AF491628 Pezizasubcitina
L—— AF491627 Peziza subcitina
AF491626 Peziza vesiculosa
AF491623 Peziza vesiculosa
52 A eZjza vesjculosa
Equ %g Eezlza ueslcu 0sa
DQ491509 Peziza vesiculosa
—— AF491622 Peziza ammophila
—— AF491621 Peziza ammaophila
a7 AF491585 Peziza arvernensis
89 AFA491581 Peziza arvernensis
97 AF491583 Peziza arvernensis
96 —— AF491584 Peziza arvernensis
AF491582 Peziza arvernensis
100 —— AF491578 Peziza arvernensis

100

100 |
| B7 |

100

%

100

Fﬁ

100
53 93

—— AF491570 Peziza varia
—— AF491589 Peziza varia
— AF4919563 Peziza varia

65 78

AF491568 Peziza varia

75 —— AF491564 Peziza varia
—— AF491581 Peziza varia

o5 —— AF491566 Peziza varia
og —— AF491565 Peziza varia
L———— AF491580 Peziza varia

2] QQ—A;49‘559 Peziza varia

100

— AF491556 Peziza varia
—— AF491555 Peziza varia
— AF491558 Peziza varia
L—— AF491557 Peziza varia
AF491554 Peziza varia

100 AF491553 Peziza varia

B8 66 i-49‘551 Peziza varia
A

F491550 Peziza varia
F491552 Peziza varia

F491549 Peziza varia

100 1Za varia

F491545 Peziza varia

79

100 F491548 Peziza varia

F491946 Peziza varia

9z

79

100

100

AF491574 Pez
AF491620 Pez

— A
AF491547 Peziza varia
= AY789392 Pez| i
—

A

i

AF491544 Peziza vara
i 9

zaechinispara
zaechinispara

iza echinispora
izanivais

izadomiciliana

L
—
—— AF491619 Pezizanivalis
63
—

A

AF491601 Peziza

AF491600 Peziza

F491599 Peziza

60 F491587 Peziza i
53 F491593 Peziza imet

75 58 ﬂ
A
65 AF491596 Peziza fmef
- AF491595 Peziza Imel
AF491594 Peziza fimet
A
A

72

AM%%%% Eemzaﬁme‘u
go [ HEdY] eZlZa
F491805 Peziza
L AF491802 Pezjza imei
AF491582 Peziza ampliata
AF491591 Peziza ampliata
jo0 22 AF491590 Peziza amBI!ata
AF491588 Peziza ampliata
AF491589 Peziza ampliata
AF491612 Peziza alcis
AF491611 Peziza alcis
AF491610 Peziza alcis
AF491576 Pezizalohjaocensis
— FJ537Q76 Peziza osf acoderma
— A% 18334 Pezéaos acoderma
J268642 Peziz a siuntzii

F
&E AY¥830851 Peziza ellipsospora
EUB19535 Peziza depressa
97
—

#

100

i

100 o3
87
74 100

DQ200837 Periza depressa
EFB44112 Peziza badia
DQ384574 Peziza badia

Perziza osracoderma

Ziza phyllogena
AJSO@‘S-55 Marurolomyces terfezio

Priloga C2: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Peziza izra¢unali s programom jModelTest 1.0, z
izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev kriterij informativnosti (AlCc-
Akaike Information Criterion corrected ). Filogenetsko drevo smo konstruirali po metodi BioNJ (2000

Bootstrap).
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Priloga C3: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Scleroderma izra¢unali s programom jModelTest
1.0, z izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev kriterij informativnosti (AlCc-
Akaike Information Criterion corrected ). Filogenetsko drevo smo konstruirali po metodi BioNJ (2000

Bootstrap).
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---------------- AY129285 Leptodontidium elatius

""" FJ903294 Leptodontdium elatius

GU0B2242 Leptodontidium elafus

GUOE7735 Leptodontidium elatus

FJ903334 Leptodontdium elatus

AY129284 Leptodonidium boreae

r AF486133 Leptodonidium orchidic

— FJB85275 Leptodontidium orchidic
- GQ3026786 Leptodonidium orechidic
[ DQ0B9032 Leptodontdium orchidic

DQ093681 Leptodontidium orchidic

F AF214577 Leptodonifdium orchidic

F AF214576 Leptodontidium orchidic

_19 007 BU112 676 bp

— AF214578 Leptodontdium orchidic

ﬂ{ AM944358 Leptodontdium orchidic

AM944357 Leptodontdium orchidic
{ FJBs5278 Leptodontdium orchidic

FJBe5276 Leptodontidium orchidic

{ FJBe5277 Leptodontidium orehidic
A

M262433 Leptodonfidium orchidic
T EU436691 Leptodonfidium orchidic
EU272533 Leptodontidium orchidic

FJ798803 Microsphaeropsis arundi

— 0.01 substitutions/site

Priloga C4: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Leptodontidium izracunali s programom jModelTest
1.0, z izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev kriterij informativnosti (AlCc-
Akaike Information Criterion corrected ). Filogenetsko drevo smo konstruirali po metodi BioNJ (2000

Bootstrap).
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Priloga C5: Parametri, ki smo jih za taksonomsko enoto Tuber izracunali s programom jModelTest 1.0, z
izborom modela nukleotidnih substitucij glede na popravljen Akaikejev kriterij informativnosti (AlCc-

Akaike Information Criterion corrected ). Filogenetsko drevo smo konstruirali po metodi BioNJ (2000

Bootstrap).

FJ176814 Tuber formosanum
FJ176913 Tuber formosanum
DQ375501 Tuber indicum
DQ375505 Tuber indicum
DQ375504 Tuber indicum
AF132502 Tuber indicum
DQ375500 Tuber indicurm
DQ328376 Tuber sinense

AF106873 Tuber melanosporum
AY 514310 Tuber pseudoexcavatum

EU7E3R268 Tuber brumale
FM205692 Tuber brumale
FJ554523 Tuber borchii
FJ554482 Tuber borchii
FJS544 74 Tuber borchii

TUBER Ines

EUS37241 Tuber pacificumn
EUB34223 Tuber pacificun
EUB97247 Tuber pacificum
DQ974798 Tuber californicum
FM205643 Tuber puberulum
FM205695 Tuber puberulum

AF106891 Tuber oligospermum

FM2056S93 Tuber borchii
FM20564 2 Tuber puberulum

FM205683 Tuber oligospermum

DQ898187 Tuber zhongdianense
DQB98186 Tuber zhongdianense

DQES8182 Tuber liui

EU784429 Tuber rapaesodorum
DQ011850 Tuber rapaesodorum
DQO011849 Tuber rapasodorum

Fm205646 Tuber maculatum
FM205644 Tuber maculatum
EU784428 Tuber maculatum
FM205650 Tuber maculatum
FM205643 Tuber maculatum
EU784424 Tuber dryophilum
EU784423 Tuber borchii
AF106889 Tuber maculatum
FM205647 Tuber maculatum
FM205645 Tuber maculatum
FM205648 Tuber maculatum
EU753268 Tuber maculatum
EU784422 Tuber borchii
FM568055 Tuber foetidum
FM205704 Tuber foetidum
FM205668 Tuber rufum
EU326690 Tuber rufum
AFS16781 Tuber aestivum
AJBB8093 Tuber aestivum
AY 226041 Tuber aestivum
AF132509 Tuber uncinatum

AFS1674 Tuber mesentericum

AF106888 Tuber magnatum
EUB07975 Tuber magnatum
FM205703 Tuber fulgens
FM205687 Tuber excavatum
FM205698 Tuber excavatum
FM205685 Tuber excavatum

AF435827 Choiromyces venosus
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PRILOGA D

Pojavljanje tipov ektomikorize na sadikah bukve (Fagus sylvatica L.) v pilothem poskusu

pri $tirih razli¢ni temperaturnih pogojih rasti

ZaporeDNK Oznaka
stevilk ke |8l e|elg|s|8|8]|l8|3|=
Stevilka sl |g|2|clelels|&|3
bukve R I s T = B IS S B B R
1 BU61
2 BU96 1
3 BU57 1
4 BUS3 1
5 BU104 |1
4
T |6 BU97 1
S
S [7 BU113 |1
8 BU7 1
< 9 BU122
g 10 BU120
X
E 11 BU121
B
g 12 BUS 1
=)
5 13 BU45
=
= 14 BU107 1
>
£ 15 BU109 1 1 |1
g L |18 BUNN
S| =z
s 2| BU78
U | E
<|s [18 BU99
N
5 Y 5 |1 4 |2

Priloga D1: Pojavljanje tipov ECM pri sadikah bukve, ki smo jih v pilotnem poskusu izpostavili temperaturi
15-20° C in Kjer predel korenin nismo dodatno ohlajevali (poskus 1). V poskusu je 7 sadik odmrlo, 11 sadik
je ostalo vitalnih. HebSac-Hebeloma sacchariolens. SclAre-Scleroderma areolatum. LacPro-Laccaria
proxima. Tub sp.-Tuber sp. PezOst-Peziza ostracoderma. CenGeo-Cenococcum geophilum. LepOrc-
Leptodontidium orchidicola. VVzorce Hypocr-Hypocreales, Sebaci-Sebacinaceae in Heloti-Helotiales ne

uvr$¢amo med ektomikorizne.
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Priloga D2: Pojavljanje tipov ECM pri sadikah bukev, ki smo jih v pilotnem poskusu izpostavili temperaturi
15-20° C z dodatno hlajenim predelom korenin (poskus 2). V poskusu je 15 sadik propadlo, 3 sadike so
ostale vitalne. HebSac-Hebeloma sacchariolens. SclAre-Scleroderma areolatum. LacPro-Laccaria proxima.
Tub sp.-Tuber sp. PezOst-Peziza ostracoderma. CenGeo-Cenococcum geophilum. LepOrc-Leptodontidium
orchidicola. Vzorce Hypocr-Hypocreales, Sebaci-Sebacinaceae in Heloti-Helotiales ne uvr$¢amo med

ektomikorizne.
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Priloga D3: Pojavljanje tipov ECM pri sadikah bukvic, ki so bile v pilotnem poskusu izpostavljene povisani
temperaturi (poskus 3). V poskusu so se vse sadike propadle. HebSac-Hebeloma sacchariolens. SclAre-
Scleroderma areolatum. LacPro-Laccaria proxima. Tub sp.-Tuber sp. PezOst-Peziza ostracoderma.
CenGeo-Cenococcum geophilum. LepOrc-Leptodontidium orchidicola. Vzorce Hypocr-Hypocreales, Sebaci-

Sebacinaceae in Heloti-Helotiales ne uvrs¢amo med ektomikorizne.
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Priloga D4: Pojavljanje tipov ECM pri poskusu 4 (kontrolni poskus) v sklopu pilotnega poskusa. V poskusu je
8 sadik odmrlo, 10 sadik je ostalo vitalnih. HebSac-Hebeloma sacchariolens. SclAre-Scleroderma areolatum.
LacPro-Laccaria proxima. Tub sp.-Tuber sp. PezOst-Peziza ostracoderma. CenGeo-Cenococcum geophilum.
LepOrc-Leptodontidium orchidicola. Vzorce Hypocr-Hypocreales, Sebaci-Sebacinaceae in Heloti-Helotiales

ne uvr§éamo med ektomikorizne.



