Vizsgalati modszer

1. Mikroszkopos faj meghatarozasi modszer részletes leirasa

A. Tuber aestivum

Sziikséges targyi feltételek: sztereomikroszkop, nagyméretli Petri-csésze, kutatd mikroszkop
targylemezzel ¢és feddlemezzel, mikroszképhoz rogzithetd kamera, csipeszek, ollok,
mintavevo edény (Eppendorf) a DNS-mintanak,

A. Tuber aestivum mikroszkopos faj meghatarozasi modszere

1. A sztereomikroszkoppal torténd fajmeghatarozas a kovetkezd hatarozobélyegek segitségével
torténik. A Tuber aestivummal mikorrhizalt gyokércsucsokra jellemzo:

a) A gyokérvégzddések vastagabbak ¢s a végiikk tompabb, mint a nem mikorrhizalt
gyokereké.

b) A nem elagazd gyokérvégzodéseik egyenesek, gorbeség és csavarodas nem figyelhetd
meg.

¢) A mikorrhizalt gyokérvégek vagy nem agaznak el, vagy elagazasuk piramis/feny6szert (1d.
Agerer leiras)

d) A fiatal gombakopeny kozépbarna, a mikorrhizalt vég okkersarga szinii, az idOsebb,
sokszor cisztidia nélkiili részek szine sotétbarna,

e) A kopenybdl kiagazo cisztidiumok stirtiek, hosszaak (110-600 um) és erésen hullamosak,
nem elagazoak.

2. A szarvasgomba (Tuber) fajok pontos elkiilonitéséhez a kopeny és a cisztidiumok vizsgalatat
is el kell végezni, amelyhez kutaté mikroszkop sziikséges.

A kopeny felszinének a struktirajanak vizsgalatdhoz a gombakdpenyt le kell fejteni
gyokérvégzodésrol. A mikorrhiza rendszerrl csipesszel levalasztott végzodést egy csepp vizzel
ellatott targylemezre helyezziik, vékony bonctiivel lefejtjiik a kdpenyt a gydkércsticsrol. Ezutan a
kopenydarabkat feddlemezzel lefedjiilk. A targylemezt sztereomikroszkép ala helyezziik, a lehetd
legnagyobb nagyitason a mikrométer csavar mozgatasaval megfigyelhetjiik a kdpeny felszinének
felépitéset. A kovetkezd hatdrozobélyegek megléte feltétele a Tuber aestivum fajazonositasanak:

a) A kopeny pszeudoparenchimatikus szerkezetii.

b) A kopeny felszinét angularis sejtek alkotjak egy vagy két rétegben
c) A cisztidiumok ar alaktiak, hosszuk 110-600 pm

d) A cisztidiumok nem elagazoak.



1. Molekularis genetikai vizsgalatok markerek segitségével

A DNS kinyerése szaraz vagy friss termdtestbdl, a QIAGEN cég DNeasy plant mini kit
hasznalataval torténik, a gyartod utasitasait kovetve. A gyufahegynyi termétest darabokat és a
kezd6 puffert tartalmazéd Eppendorf-csoveket folyékony nitrogénbe meritjiik, teljes
atfagyasig, majd a 65°C-ra allitott termosztatba tessziik 2-3 percig. A folyamatot haromszor
meg kell ismételni, majd mikro-mozsarral a termdtest darabokat mechanikai roncsoldsa
torténik Retch malom segitségével.

A molekularis vizsgalat esetében a riboszomalis RNS kodolo DNS szakasz internal

crer

ITSI/ITS1F (forward) és ITS4 (reverse) névvel jelolt primerek.

1. A Tuber aestivum fajazonositasahoz a konzervativ 28S RNS gén (Large Subunit, LSU)
¢s/vagy a Proteinkinaz-C (PKC) alegységét hasznaljuk.

A PCR reakcidhoz az Uncl. — Uncll. primerpart hasznaljuk

Az amplifikdciohoz a Techne cég TC-512 tipusi PCR (polimer-lancreakcid) késziilékét
alkalmazzuk. A PCR elegy végso térfogata 50 pl a lent leirt osszetétellel. A leggyakrabban
alkalmazott PCR elegy 0sszetétele (Kiindulasi koncentracié térfogat 1 mintara (50 ul)):

Reakci6 termék kimutatasa:

A PCR reakci6 sikerességét az amplifikalt reakciotermékek 1% -os agardz gélen torténd
megfuttatasaval és annak etidium-bromidos festésével teszteljik TBE (Trisz-boric-EDTA
pH:8,2-8,4) puffer hasznélataval. Az elektroforézishez sziikséges egyenaramot tapegység
biztositja. Agaroz gélelektroforézisnél 100 V - 120 V fesziiltséget és 60-80 mA aramerdsséget
alkalmazunk. Altalunk hasznalt 120 V fesziiltségen a futtatdsi id6- az agaréz gél nagysagatol
fiiggben -80-90 perc.

A sikeres PCR termékrol fénykép késziil, amely dokumentalés része.



