LESNE PRACE BADAWCZE, 2004, 4: 161-168.

Dorota HILSZCZANSKA®

METODY IDENTYFIKACJI EKTOMIKORYZ

METHODS OF ECTOMYCORRHIZA IDENTYFICATION

Abstract. Identification of the fungi forming ectomycorrhiza is still a great
challenge. Much of knowledge on fungal diversity resulted from field surveys of
sporocarps. Two methods are currently being used to describe ECM fungal
communities  associated with root tips: molecular techniques and
morphological classification. Morphological and anatomical descriptions of
ectomycorrhizal roots have provided useful data for identifying the fungi below
ground, but most species have not been described by this method. According to
current knowledge morphotyping (based on morphological classification) can
be very useful as the primary method of ectomycorrhizal classification, when
used in conjunction with molecular techniques. Although molecular techniques
based on restriction fragment length polimorphism- (RFLP) internal
transcribed spacer (ITS) analysis of polymerase chain reaction (PCR) are
effective tools to identificate ectomycorrhiza, but do have they limitations. For
instance, many types of ectomycorrhiza remain unknown because no matching
RFLP type is observed in available databases. It is seems that promising
method for identifying ectomycorrhizas can be DNA-sequence analysis.
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1. WPROWADZENIE

Identyfikacja grzybow tworzacych ektomikoryzy wciaz pozostaje duzym wy-
zwaniem nawet dla specjalistow z tej dziedziny. Chociaz dokonano juz identy-
fikacji gatunkowej komponenta grzybowego wielu ektomikoryz drzew lesnych
rosngcych w roznych warunkach §rodowiskowych, to jednak duzo morfotypéw
mikoryz okreslanych na podstawie cech morfologicznych i anatomicznych po-
zostaje nierozpoznanych.

W celu okreslenia réznorodnosci i struktury ektomikoryzowego zbiorowiska
grzybdw (ECM) stosuje si¢ rozne metody. Najczesciej stosowang metoda bylo, i w
pewnym zakresie jest nadal, identyfikowanie grzybéw ektomikoryzowych na pod-
stawie owocnikow, ktérych przynaleznos¢ do rodzaju czy gatunku okresla si¢ przy
uzyciu standardéw taksonomicznych. Jednakze, takie podejscie nie odzwierciedla
w petni rzeczywistego sktadu gatunkowego zbiorowiska grzybdéw ektomikoryzo-
wych (Jonsson i in. 1999, van der Heijden 1999). Istnieje bowiem, wiele gatunkow
grzybow ECM, zwlaszcza tych, ktore naleza do: Ascomycota, Corticiaceae i Thele-
phoraceae, ktore tworza mate lub tatwe do przeoczenia owocniki. Inne grzyby
ektomikoryzowe, ktore tworza owocniki hypogeiczne lub — tak jak np. grzyb Ceno-
coccum geophilum — nie maja owocnikow, moga zosta¢ w ogdle nie odnotowane.
Nalezy réwniez pamigtaé, ze rozwdj owocnikow zalezy od czynnikéw srodo-
wiskowych (wilgotnos¢ i temperatura), a zatem nie wytwarzaja si¢ one co roku.
Stad, w celu okreslenia gatunkdéw grzybdow, ktére sg aktywnie zwigzane z ko-
rzeniami roslin, niezbgdne jest badanie ektomikoryz.

Obecnie stosuje si¢ dwie metody pozwalajace badac zbiorowisko ECM zwia-
zane z wierzchotkami korzeni: techniki molekularne i klasyfikacje morfologiczna.
Techniki molekularne opieraja si¢ na reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) zwie-
lokrotniajacej fragmenty grzybowego rybosomowego DNA (rDNA). Natomiast
klasyfikacja morfologiczna polega na badaniu mikoryz pod stereo i/lub ztozonym
mikroskopem. W wigkszosci badan techniki te stosowane sa réwnolegle, lecz z
przewaga jednej z nich. Ektomikoryzy sa zwykle rozdzielane na grupy i po osza-
cowaniu ich cech pod mikroskopem, poddawane analizie molekularnej. Czgsto sto-
suje si¢ techniki molekularne w celu potwierdzenia, czy klasyfikacja ECM metoda
morfotypowania wykonana zostata prawidtowo.

2. CHARAKTERYSTYKA MORFOTYPOWANIA EKTOMIKORYZ
I IDENTYFIKACJA GRZYBOW JE TWORZACYCH
NA PODSTAWIE ANALIZY DNA

Struktura ektomikoryzy sktada si¢ z tkanek grzyba, ktérych utozenie i budowa
sa uzywane do opisu gatunku grzyba w takim samym stopniu, jak inne taksonomicznie
wazne cechy. Ektomikoryzy tworza rézne struktury w zaleznosci od gatunku
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grzyba tworzacego ektomikoryzg. Jest to szczegoélnie widoczne w odniesieniu do
ryzomorf (Agerer, 1987—-1997). O ksztalcie struktury ektomikoryz decyduje wiek
drzewa i stanowisko, na ktérym rosnie, oraz stosowany rodzaj nawozenia i dostep-
nos$¢ wody w podtozu. Ponadto dowiedziono, ze niektore grzyby ektomikoryzowe
moga wrasta¢ swoimi strzgpkami grzybni do wngtrza ryzomorf i ektomikoryz in-
nych grzybow (Agere 1990), co sugeruje, ze te grzyby moga ogranicza¢ ich nega-
tywny wptyw na odzywianie rosliny czy wytwarzanie owocnikow.

W licznych pracach o charakterze fizjologicznym, ekologicznym i taksonomicz-
nym wykazano, ze rozne cktomikoryzy sa odpowiedzialne za rozne potrzeby
zyciowe rosliny-gospodarza. Dlatego konieczne jest poznanie struktur ektomikoryz.

Opisu cech morfologicznych dokonywano juz w latach 80. XIX wieku. Do-
ktadne rysunki ektomikoryz Fagus sylvatica i Carpinus betulus opublikowane
zostaly przez Franka (1885). Autor przedstawit szczegdtowo cechy mufki grzy-
bniowej okrywajacej mikoryzowe korzenie. Przez pewien czas pomijano fakt, ze
wykonane przez Franka opisy dotycza jednej z najbardziej istotnych cech ekto-
mikoryz. Dopiero w latach 60. ubieglego wieku powrdocono do tej metody (Fontana
1963). Pierwsze wazne charakterystyki ektomikoryz wykonane zostaty przez Trap-
pe (1965) i Zak (1973). W latach 80. XX w. Agerer (1987-1997) przedstawit
sposob przygotowania probek korzeniowych do analiz i cechy niezbedne do iden-
tyfikacji ektomikoryz $wierka i sosny.

W opisach morfologicznych najczesciej uwzglednia sig: ksztatt ektomikoryzy (u
sosny jest najwigksza réznorodnos¢ ksztattow; dichotomia, wielokrotne rozgatezie-
nie, formy koralowate), barwe i budowe mufki grzybniowej, obecnos$é i budowe
ryzomorf, typ polaczen strzg¢pek grzybni ekstramatrykalnej i obecno$¢ cystydiow,
tworzenie si¢ krysztatow soli na powierzchni ektomikoryz (Hilszczanska 2003).

Na poczatku lat 90. XX wieku rozwinigta zostata metoda identyfikacji grzy-
bow ektomikoryzowych oparta na analizie DNA. Technika wykorzystujaca tancu-
chowg reakcje¢ polimerazy (tzw. PCR) sprz¢zong z analiza polimorfizmu dtugosci
fragmentow restrykcyjnych (RLFP) usprawnita zdolnos¢ dokumentowania rézno-
rodnosci grzybow ektomikoryzowych. Dzigki tej metodzie grzyby moga by¢ iden-
tyfikowane bezposrednio ze struktur wegetatywnych, a dane genetyczne sa
dostgpne niemal bezposrednio po wykonaniu analizy (Bruns i in. 1991). Zaleta tej
metody jest mozliwos¢ zwielokrotnienia okreslonego fragmentu DNA grzybowego
w wielu milionach kopii, poczawszy od minimalnej ilosci DNA, ktéra moze by¢
wyekstrahowana z pojedynczego wierzchotka mikoryzowego (Gardes i Bruns
1993). Analizowanym fragmentem DNA grzybowego mikoryz jest zwykle rDNA
(DNA jadrowe odpowiedzialne za sekwencj¢ rRNA), a w jego obrebie regiony ITS
(wewngtrzna sekwencja niekodujaca) oraz IGS (zewngtrzna sekwencja nieko-
dujaca). Zwielokrotnienie regionu ITS pozwala wykazaé¢ zmienno$¢ miedzygatun-
kowa grzybow mikoryzowych, a w przypadku zwielokrotnienia regionu IGS
mozna poznaé ich zrdéznicowanie wewnatrzgatunkowe. Poniewaz u wiekszosci
grzybow dhugos¢ zwielokrotnionych fragmentow DNA moze by¢ taka sama, ko-
nieczna jest dalsza analiza przy uzyciu endonukleaz, ktora umozliwia rozréznienie
produktéw PCR charakterystycznych dla poszczegolnych gatunkow.
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3. DODATNIE I UJEMNE STRONY METOD IDENTYFIKACJI
EKTOMIKORYZ

Techniki molekularne bazuja na obserwacji ITS oraz regionu rDNA, ktory
wykazuje wysoki poziom zmiennosci pomigdzy gatunkami grzybow tworzacych
ECM i minimalne zréznicowanie wewnatrzgatunkowe, dlatego jest dobrym wska-
znikiem sktadu gatunkowego ECM (Gardes i Bruns 1996). Kiedy grzybowy DNA
uzyskany z jednej ektomikoryzy zostanie zwielokrotniony, region ITS poddaje si¢
trawieniu enzymami restrykcyjnymi w celu uzyskania RFLP (restrykcyjnego frag-
mentu polimorficznego), ktory stuzy do wyrdznienia wigkszosci gatunkow grzy-
bow zaangazowanych w kolonizacj¢ mikoryzowa (Karen i Nylund 1997, Aanen i
in. 2001). Jesli dysponujemy owocnikami, to wyizolowane z nich RFLP mozna
porowna¢ z RFLP pochodzacym z mikoryz, aby zidentyfikowa¢ symbionta grzy-
bowego. Jezeli mikoryzowe RFLP nie pasuje do RFLP owocnikowego, mozna
odcinek ML5/ML6, stanowiacy region mitochondrialnej podjednostki rDNA,
zwielokrotni¢ i sekwencjonowac, a nastepnie porownac z bazami danych (Horton i
Bruns 2001), aby przypisa¢ grzyb do rodziny. Sekwencjonowanie fragmentu ITS
moze zosta¢ wykorzystane do okreslenia taksonomicznego pokrewienstwa grzy-
bow ECM (Chambers i in., 1999).

Glowne zalety technik molekularnych polegaja na mozliwosci identyfikacji
grzyba z wzgledng pewnoscig i mozliwosci oszacowania zewngtrznej 1 wew-
netrznej zmiennosci genetycznej (Dahlberg 2001).

Do ich wad nalezy to, ze powodzenie ekstrakcji i amplifikacji nie jest jed-
nakowe dla wszystkich grzybow i istnieja niekiedy duze réznice. Stad zastosowanie tej
metody do przypadkowo zebranych korzeni, bez uprzedniej morfologicznej klasy-
fikacji, nie moze shuzy¢ do ilosciowego opisu zbiorowiska grzybow ECM. Nalezy
rowniez pamigta¢ o kosztach i czasie, jakiego wymagaja analizy molekularne, co
powoduje, ze tylko mata cze$¢ ektomikoryz moze by¢ badana ta metoda. Ponadto,
homogeniczne pod wzglgdem morfologicznym gatunki grzybéw moga wykazywac
matg zmienno$¢ w obrgbie regionu ITS w zaleznosci od miejsca pochodzenia, bez
wzgledu na rosling-gospodarza, z ktérym tworza mikoryze. Oznacza to, ze najbez-
pieczniejsza metoda identyfikacji jest poréwnywanie wzorow RFLP z mikoryz do
wzoréw RFLP uzyskanych z lokalnie lub regionalnie wystgpujacych owocnikow
(Karen i in. 1997). Brak wlasciwych wzorcéw czgsto sprawia, ze nie mozna do-
pasowacé wzoréw RFLP, nie uzyskuje si¢ wigc zadnych wskazowek, do ktorej klasy
(Basidiomycetes czy Ascomycetes) grzybow nalezy badany partner grzybowy. Po-
nadto, blisko spokrewnione gatunki moga mie¢ pokrywajace si¢ wzory restrykcy-
jne, co czyni niemozliwym rozrdznienie gatunkow bioracych udziat w kolonizacji
mikoryzowej. Kolejng niedogodnoscia tej metody jest zroznicowanie wewnatrzga-
tunkowe, ktore, podobnie jak pojedyncza miejscowa mutacja, moze powodowac
obecnos¢ réznych wzoréw RFLP, a zatem istnieje duze prawdopodobienstwo bled-
nej klasyfikacji gatunku grzyba tworzacego badany typ mikoryzy.
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W przypadku niektorych grzybow mikoryzowych, np. z rodzaju Cortinarius
(zastonak), obejmujacych wiele gatunkow i czgsto wykazujacych polifimorfizm
(wielopostaciowosc), nie jest mozliwe wyrdznienie gatunkow metoda PCR RFLP,
przy zastosowaniu tylko trzech enzymow trawiacych. Badania prowadzone w
Szwecji (Dahlberg i in. 1997) wykazaty, ze grupe Cortinarius (gatunki nalezace do
rodzaju Cortinarius) tworza liczne mikoryzy u sosny i $wierka, szczegdlnie w
wieku mlodocianym gospodarza, do ktorej wlaczono 14 gatunkow o identycznym
wzorze RFLP. Oznacza to, ze nie jest mozliwe uzyskanie informacji na temat rzeczy-
wistej liczby gatunkéw nalezacych do rodzaju Cortinarius, przy zastosowaniu
wylacznie metody RFLP. Liczebno$¢ gatunkéw z rodzaju Cortinarius pozostaje
zatem nieoszacowana z powodu ich morfologicznych i sekwencyjnych podobienstw.

Morfotypowanie stosuje si¢ juz od wielu lat, aby rozrézni¢ mikoryzy tworzone
przez rozne grzyby (Haug i Oberwinkler 1987). Aby bylto ono efektywne, zaleca sig¢
doktadnie opisa¢ znaczng ilo$¢ cech obserwowanych pod mikroskopem z uzyciem
duzego i malego powigkszenia (Goodman i in. 1996). Od poczatku lat 80. ubie-
glego wieku kilka grup badawczych opublikowalo standardowe opisy ektomikoryz
w Europie i Ameryce Polnocnej utatwiajace morfotypowanie (Agerer 1987-1997,
Ingleby iin. 1990). Morfotypowanie ektomikoryz jest metoda stosowang z wielkim
powodzeniem przy okreslaniu specyfiki gospodarza (Massicotte i in. 1999),
fizjologii ektomikoryz (Wallenda i Read 1999) i sukcesji (Visser 1995) oraz
wplywu zabiegdw hodowlanych (Jones i in. 1997), nawozenia (Rudawska 2001),
efektu cieplarnianego (Rygiewicz i in. 2000) i zanieczyszczen na zbiorowisko
grzybow ektomikoryzowych (Roth i Fahey 1998). Jest rowniez efektywna metoda
selekcji blisko spokrewnionych grzybéw ECM w celu dalszych badan genetycz-
nych (Vralstad i in. 2000). Tq metoda mozna zbadaé wicle wierzchotkéw korze-
niowych we wzglednie krotkim czasie (setki w ciagu jednego dnia). Doktadnos¢ i
szybkos¢ morfotypowania zalezy od indywidualnych zdolnos$ci i doswiadczenia
badacza wykonujacego analizy. Nylund i in. (1995) oraz Mehmann i in. (1995)
sugeruja, ze klasyfikacja morfologiczna moze nie by¢ zbyt precyzyjna. Nauczenie
si¢ tej metody zajmuje ponadto duzo czasu (Dahlberg 2001). W efekcie moga by¢
trudnosci w poréwnywaniu mikoryz pomigdzy laboratoriami czy pracowniami.

Techniki molekularne moga by¢ bardzo pomocne w potwierdzeniu doktad-
nosci klasyfikacji ektomikoryz w poczatkowym etapie badan. Niemniej jednak,
pewne grzyby, ktdre moga by¢ rozpoznane tylko przez zastosowanie PCR RFLP,
nie moga by¢ wyréznione morfologicznie nawet przez bardzo doswiadczonych
badaczy (Ebrhardt i in. 1999). Ta sama prawidlowos¢ odnosi si¢ do owocnikéw i
prawdopodobnie wynika z tego, ze roznice genetyczne pojawiajq si¢ wezesniej niz
réznice morfologiczne (Taylor i in. 2000). Ponadto, wciaz mato wiemy o poziomie
fenotypowego zréznicowania ektomikoryz rozwijajacych sig¢ na ré6znych gospoda-
rzach i w roznych warunkach srodowiskowych (Egger 1995).

Na rycinach nr 1 i 2 przedstawiono mikoryzy identyfikowne metoda PCR
RFLP przy uzyciu trzech endonukleaz oznaczonych symbolami Hinf1, Mbo 1i Tag
I. Mimo réznic morfologicznych sa to te same ektomikoryzy, tworzone przez grzyb
Suillus bovinus (Hilszczanska, dane niepublikowane).
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Ryec. 1. Ektomikoryzy sosny
Zwyczajnej rosnacej na gruncie
porolnym, tworzone przez Suillus
bovinus. Wielko$¢ fragmentu DNA
(liczba par zasad): ITS (792); Hinf
1(203 139 81 46 30); Mbo 1 (247
154 75); Tag 1 (187 84 60)

Fig. 1. Ectomycorrhiza of Suillus
bovinus on roots of Scots pine on
post-agricultural land. Size of
DNA fragment (number of base
pairs): ITS (792); Hinf1 (203 139
8146 30); Mbo 1(247 154 75);
Tag 1 (187 84 60)

Ryec. 2. Ektomikoryzy sosny
Zwyczajnej rosnacej na gruncie
marginalnym, tworzone przez
Suillus bovinus. Wielko$é
fragmentu DNA (liczba par
zasad): ITS (784); Hinf'1 (205 140
83 50 34); Mbo 1 (241 148 68);
Tag 1 (18579 61)

Fig. 2. Ectomycorrhiza of Suillus
bovinus on roots of Scots pine on
marginal soil. Size of DNA
fragment (number of base pairs):
ITS (792); Hinf1 (203 139 81 46
30); Mbo 1(247 15475); Tag 1 (187
84 60)

4. PERSPEKTYWY USPRAWNIENIA IDENTYFIKACJI
MIKORYZ

W ciagu ostatniego dziesieciolecia opublikowano liczne prace dotyczace zbio-
rowisk grzybow mikoryzowych, w ktérych autorzy probowali okresli¢ tozsamos¢
partnera grzybowego. Do tej pory wykorzystanie opisu cech morfologicznych 1
anatomicznych ektomikoryz pozwolito na identyfikacj¢ partnera grzybowego nie-
wielkiej liczby badanych morfotypéw (Fransson i in. 2000). Stad dla usprawnienia
identyfikacji ektomikoryz wlasciwe bedzie stosowanie szczegdlowego morfoty-
powania potaczonego z sekwencjonowaniem fragmentu ITS (produktu PCR).
Liczba mikoryz zidentyfikowanych na poziomie gatunku jest wciaz niewielka, co
wynika ze stabo wyposazonych we wzory grzybowe baz danych. Stan ten mozna
jednak zmieni¢, stosujac porownanie sekwencji DNA. Polaczenie metody PCR
RFLP z sekwencjonowaniem jest obiecujacym sposobem identyfikacji partnera
grzybowego (Haug 2002, Sakakibara i in. 2002).



Metody identyfikacji ektomikoryz 167

Sprawna identyfikacja ektomikoryz jest szczegdlnie wazna przy ocenie udat-
nosci zabiegu sztucznej mikoryzacji sadzonek, ocenie zmian sukcesyjnych w zbio-
rowiskach grzybow oraz przy ocenie rzeczywistej skutecznosci chemicznych
zabiegow zwalczania zgorzeli siewek.

Praca zostata ztozona 7.07.2003 r. i przyjeta przez Komitet Redakeyjny 2.07.2004 r.
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