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Bevezetés

A napjainkban ismert orchideafajok szdma meghaladja a huszondtezret, és ezzel a
kosborfélék a virdgos novények legnagyobb fajszdmu csalddjat képezik. Az orchidedk fiatal
novénycsoportnak szamitanak, a legdsibb ismert fosszilis kosborféle mintegy 15 millio évvel
ezelott élt. A csalad képviseldi foként a tropusi €s szubtropusi esderdokben élnek, ezek
jobbara epifiton életmodot folytatnak. A mérsékelt 6vben honos valamennyi kosborféle éveld
¢s talajlako. Eurdpaban jelenleg 36 nemzetség kozel 200 faja talalhatd, leginkabb a
mediterran éghajlatu teriileteken, észak felé¢ haladva a szdmuk folyamatosan csokken. A
novények a legkiilonbozdbb kornyezeti feltételek kozott élnek, azonban minden fajnak
megvan a talajjal, homérséklettel, nedvességgel, stb. szembeni igénye. A kosborfélék
altalaban un. sziik 6kologiai tirésti novények, melyek termohelylik fényviszonyainak, viz és
tapanyag-ellatottsdganak, kémhatasanak megvaltozasara érzékenyen reagdlnak. Ezért az
ezeket a kornyezeti jellemzoket modositd civilizacids hatasok legtobbszor kiveszésiikhoz
vezetnek. Az orchidedk védelmét csokkend életteriik mellett bonyolult, specializalt
szaporodasi ciklusuk és a legtobb mérsékeltovi faj mesterséges koriilmények kozott nehezen
megoldhatd szaporitdsa teszi sziikségessé. Ezért megovasuk érdekében az ¢éldhelyek
természetes allapotukban vald megtartdsa mellett fontos szerephez jut az aktiv védelem is: az
ex situ és in situ szaporitds, valamint az igy kapott ndvények eredeti termdhelyre valo
visszatelepitése egyarant hozzajarulhat ezen veszélyeztetett fajok fennmaradasahoz.

Az altalunk vizsgalt két orchideafaj a lapréteken is €16 szarvas bangd, valamint a
hegyvidékeken el6forduld avarvirag. Az avarvirdg szaporitasat és vizsgalatat a hazai
tarsulasokbol valo eltiinése tette indokolttd. A fokozottan védett szarvas bangoéra a Turjan-
vidéken ¢l6 viszonylag nagy hazai alloméanya, valamint az in situ csirdztatas szempontjabol

fontos, nedves ¢éldhelyen valo  eléforduldsa  miatt esett a  valasztasunk.



Irodalmi attekintés

A szarvas bango (Ophrys scolopax Cavan.)

Az Ophrys scolopax (1. ébra) tobb alfajjal rendelkezd, a Mediterraneumban eléggé
elterjedt gylijtdfaj, mely hazankban éri el elterjedésének a legészakibb pontjat.

Inkabb mészkedveld faj, pusztafiives lejtokon,
szaraz tolgyesek ¢és bokorerddk szélein ¢€s tisztasain,
mocsarrétek és homoki rétek kontaktzondjaban, valamint
szikes réteken ¢€l. Veszélyeztetett allomanyai nalunk a
Budai-hegységben a Remete-hegyen, a Mecsekben a
Tubica-oldalon, a Szentkuti-volgyben ¢és a Misina-
Tubesen, a Villanyi-hegységhez tartozdé Csukma-hegyen
és a Turjanvidék homoki- és laprétein élnek (2. abra)
(Vojtké 1999).

A ndvény 20-50 cm magas. Hosszukés-tojasdad,
vagy landzsas levelei lekerekitett csiicsuak. A faj atteleld
képlete a foldalatti, gdbmbolyded ikergumd. A két gumo
kozil az egyik az Gn. lednygumo, amely a virdgzaskor
tomor, tapanyagokkal teli. Ebben a jové évi virdgzashoz
sziikséges tapanyagok vannak felhalmozva. A masik az
un. anyagumo, amelybdl a novény mar felhasznalta a
tapanyagokat az azévi viragzat kineveléséhez, éppen ezért

ez rancos, petyhiidt kinézet.

1. abra: Ophrys scolopax egyedek
a kunpeszéri populécioban (Illyés Zoltan felvétele)

A szarvas bang6 laza fiirtviragzatat 5-10 virdg alkotja. Harom kiilsd és két, lapitott
vagy hengeres belsd lepellevele sotét, vagy vilagos rozsaszin, ritkdn fehér. A mézajak
sOtétbarna, barsonyos szOrzetll, rajta barnas vagy kékes, szabalytalan alakd, kopasz rajzolat
van. A mézajak tovén két kihegyezett, hosszan elérenyulo (3-8 mm) ,,szarvacska”, csucsan

pedig egy eléregorbiilt, aprd, sargasbarna fiiggelék talalhaté (Molnar 1999).



Virdgzasa majustol juniusig tart. A megporzas hartyasszarnyu rovarok segitségével

torténik. A bangd virdga a pollinator rovarok ndstényeit utdnozza, ezen kiviil olyan

csalogatdanyagokat is termel, amelyek a ndstény egyedek altal kibocsatott kémiai

szigndlokhoz hasonlok. Az ekként odavonzott him rovarokra raragad a nyalkaanyag révén

Osszetapadt viragpor (pollinium). Amikor a rovar a kovetkezd bangé-viragot meglatogatja, a

ragados bibefeliilettel érintkezé polliniumrol virdgporszemek szazait tartalmazo darabkak

valnak le, és elvégzik a megporzast.

2. ébra: A szarvas bang6 hazai el6fordulasa (Vojtko 1999)

Az avarvirdg (Goodyera repens (L.) R. Br.)

3. &bra: Goodyera repens

Az avarvirdg (3. 4&bra) cirkumpoléris elterjedésii faj.
Eurépaban és Elé-Azsiaban a borealistol a szubmediterran
ovig terjedt, ritka az 6ceani Nyugat-Eurdpaban. Els6sorban a
magasabb hegyvidékek fenyveseire jellemz6, épp ezért
nalunk mindig is ritka volt. Inkdbb mészkeriild,
erdeifenyvesekben, lucosokban  vagy  fenydelegyes

lomberddkben €1, néha telepitett fenyvesekben is megjelenik.

| A hazai eléfordulasat tekintve (4. abra) bizonytalan adatok

vannak a Vértesbdl (Csakvar), a Bakonybdl (Feny6fd), a
Kdszegi-hegységbdl és a Vasi-dombvidékrdl (Molnar 1999
alapjan).

Utolso biztos magyarorszagi eléfordulasa az Orségi Nemzeti Park teriiletén levd

populacioi voltak, melyek azonban mara kétségessé valtak, vagy mar meg is sziintek. Orségi



el6fordulasai (Kiraly et al. 2002 alapjan): Kondorfa-Rabagyarmat-Zsida, Haromhaz-Farkasfa
(Horvat 1944), Kétvolgytdl északra egy helyen (Timar 1994), a Vendvidéken az
Apatistvanfalva és Orfalu kozott huzodo lapos hatsag kozépso részén, biikkel és kocsanytalan

T tolggyel elegyes nudum erdeifenyvesben egy to

® -6 poputacis __ﬂ,--j,»[-;@?’ (Kiraly, Kiraly 1998a, 1998b) valamint Szakonyfalu
(  kozelében talaltak 3 viragzo tovet (Bodonczi 1999).

( Lx“{;/:’

>

4. dbra: Az avarvirag hazai eléfordulasa (Molnar 1999)

Az avarvirdg 6-25 cm magas novény. Tudomanyos €s régi magyar nevét (gyokerezo
tokafék) arrdl az orchidedk korében meglehetdsen ritka jelenségrél kapta, hogy képes
legyokerezd indakat fejleszteni. Kuszd indaival gyakran kisebb-nagyobb telepeket alkot,
melybdl tobb viragzo hajtés is fejlodhet. A 3-4 fellevelet viseld szardnak also része kopasz,
feliil viszont siirlin mirigyes-szOrds. A sotétzold levelek 1,5-3,5 cm hossztak, tojasdadok.

Laza, nyulank fiizérviragzatat 5-15, apro (4-5 mme-es) fehér vagy krémszind,
mirigyszords virdg alkotja. A viragok 2,5-4 mm-es mézajka ép sz€lii. Juniustdl augusztusig

viragzik, a legtobb orchidedhoz hasonldan rovarporozta névény (Molnar 1999).



Az orchidea tipusu mikorrhiza

Az orchidedk életiik egy jelentds részében szimbionta gombapartnereikre vannak
utalva. Ez mar az egészen korai életszakaszukban is megfigyelhetd. Magjaik ugyanis
rendkiviil aprok (0,3-14 ng), fejletlenek €s igen nagy szamban termelddnek. Alakjuk a
legtobb mérsékeltovi orchidea esetében hosszukés. Felépitésiiket tekintve is egységesek. A
legkiilsé burok az un. testa, ezen beliil talalhaté a viz szamdara atjarhatatlan burokkal
korbevett, gomb alaku embrid.

Ezek a kisméretli magvak olyan kevés raktarozott tipanyagot tartalmaznak (Arditti et
al. 1979), hogy az nem képes fedezni a fotoszintézis meginduldsdig bekdvetkezd
differencialodas energiaigényét. A csirazas megindulasa tobbnyire a gomba jelenléte nélkiil is
végbemegy. A képzddo differencialatlan sejtekbdl allo élételep az Gn. protokorm, melynek a
tovabbi fejlédéshez természetes korilmények kozott elengedhetetleniil sziiksége van a
mikorrhiza gombdkra. A gombahifdk az el6telep gyokérszerii képzédményein (rhizoidjain)
keresztiil 1épnek be a ndvénybe (Rasmussen et al. 1990) és annak bizonyos sejtjeiben
szétterjednek. Az orchidedk tehat egyedfejlodésiiknek mar ebben a korai szakaszaban obligat
modon rd vannak utalva a szimbionta gombapartnereik altal biztositott tipanyagokra (Bratek
etal. 2001).

A gombapartnertdél vald fiiggés késdbb a mar fotoszintetizdld ndvényeknél is
megmarad, a kapcsolat azonban fakultativva valik. Ez alol csak azok a zold pigmentjeiket is
elvesztett, heterotrof fajok képeznek kivételt, melyek szaprofiton életmddot folytatva egész
¢letiik soran a gomba segitségével szerzik meg tapanyagaikat (Neottia nidus-avis, Limodorum
abortivum).

Az epifiton életmodot folytatd fajok gyokerében a mikorrizaltsagi fok alacsonyabb,
¢s az aljzattal érintkezd teriiletekre korlatozédnak. Ezzel szemben a terresztris orchideak
gyOkerei megvastagodottak, gyokérszor alig taldlhaté rajtuk, igy a felszivofeliiletet a
szimbidzisban levé gomba micéliumai adjak.

Az orchidedknal eléforduld mikorrhiza endomikorrhiza, mivel a gomba kizarélag a
csirandvény ¢&s a kifejlett orchideagyokér kéregsejtjeinek a belsejében hozza 1étre mikorrhiza
képletét. Ez a feltekeredd hifa-gombolyag az un. peloton. A gydkérsejt plazmamembranja €s a
bejutd hifak kozott csak egy vékony szénhidratréteg taldlhat6. A peloton nem éllando
képzédmény, néhany nap utan a hifak degradalédnak és a peloton eltlinik a sejtbdl. Ebben

valdsziniileg a gazdasejt hifaval szembeni védekezd reakcidjanak is szerepe van.



A gomba ¢s a novény kozti kapcsolat specifikussagat illetden megoszlanak a
vélemények. Egyarant sziilettek sziik (McCormick et al. 2004) illetve tag mikorrhiza
diverzitasra utalo eredmények is. A legljabb kutatasok szerint nincs szoros fajspecifitds a
talajlako orchideak tobbsége és szimbionta gombaik kozott. Azonban kivételek is akadnak.
Terepi vizsgélatok alapjan valdsziniinek tlinik, hogy a fotoszintetizald képességiiket vesztett
terresztris orchidedk specifikus kapcsolatban allnak szimbiontaikkal (Taylor, Bruns 1999). A
kapcsolat valdszinlileg a novény egyedfejlddése folyaman is valtozik, a kiilonb6zé kora
orchideaegyedek szdmdra mas ¢és mas gombdk lehetnek az idedlis szimbionta partnerek
(Rasmussen 2002).

A tobbi mikorrhiza-tipussal ellentétben az orchidea-mikorrhizanal sokaig csak a
gombdbdl a ndvény felé torténd tdpanyagtranszportot sikeriilt kimutatni (Alexander, Hadley
1985) Ez tulajdonképpen azt jelentené, hogy a ndvény parazitalja a vele kapcsolatba keriild
gombat. A leglijabb, radioaktiv izotopokkal végzett kutatdsok szerint azonban van a ndvény
felél a gombaba iranyuld szén-transzport is, ami a kapcsolat mutualisztikus jellegére enged

kovetkeztetni (Cameron et al. 2006).



A szimbionta gombapartner rendszertana

Az orchidedk gombapatnerei bazidiumos gombak, de ezen belill rendszertanilag
egymastol tavol elhelyezkedd nemzetségek fajai. Rendszerezésiiket az orchideaszovetekbol
valo nehézkes izolalasuk €s kevés differencialis morfologiai tulajdonsaguk neheziti. A fajok
nagy része termoétestet nem képez, bazidiumot is csak ritkan figyelhetiink meg rajtuk, ami
pedig a pontos azonositasokhoz elengedhetetlen lenne. Az orchidea-szimbiontdk tobbsége az
egyes ¢lohelyek lebontd (szaprotrof) szervezetei koziil keriil ki, de lehetnek fakkal
ektomikorriza kapcsolatban all6 fajok, s6t mas ndvények parazita-gombai is.

A morfoldgiai alapon térténd rendszerezés szerint az orchidea-szimbiontdk tobbsége
a Rhizoctonia forma-genusba (Mycelia sterilia) tartozik. A formanemzetség jellegzetességei:
a fiatal hifak attetszOk, oldalagaik hegyesszogben erednek, mig az idésodé hifak
megbarnulnak, elagazdédasuk szoge megnd. A hifak atalakulhatnak vékony fal, sargas-barnas
moniliform  sejtekké, melyek  kétféle  kitartoképletté  alakulhatnak  tovébb.
Szétdarabolodasukkal klamidiosporak keletkeznek, mig osztodasukkal mikroszklerociumot
hoznak 1étre (Bratek et al. 2001). A leggyakoribb ivartalan (anamorf) nemzetségek kozé
tartozik az Epulorhiza, a Ceratorhiza és a Moniliopsis.

Kedvezdtlen koriilmények kozott képezhetnek ivaros hifakat is, igy sikertilt
azonositani néhdny ivaros (teleomorf) nemzetséget: a Ceratorhiza nemzetség teleomorf
megfeleldje a Ceratobasidium, a Moniliopsis-¢ a Thanatephorus, az Epulorhiza megfelel6i
pedig a Tulasnella és a Sebacina (1. tablazat). Az Epulorhiza nemzetségen beliil a Sebacina-k
mellett két alcsoportot lehet elkiiloniteni tropusi orchideakbol szarmazo izolatumok alapjan
(Ma et al. 2003), melyeket Epulorhiza 1. és Epulorhiza 11. csoportként emlitenek. Az
Epulorhiza 1. csoport ivaros megfeleléi a Tulasnella-k, mig az Epulorhiza 11. csoport

megfelel6it még nem sikertiilt azonositani.

anamorf (ivartalan) nemzetségek | teleomof (ivaros) nemzetségek
Ceratorhiza Ceratobasidium

Moniliopsis Thanatephorus

Epulorhiza Tulasnella ill. Sebacina

1. tablazat: Az orchidea szimbiontdk anamorf nemzetségeinek megfeleld teleomorf
elnevezések (Bratek et al. 2001 alapjan)



Az utobbi évtizedekben a hagyomanyos, morfoldgiai alapon torténd rendszerezés
mellett megjelent a molekularis azonositason alapul6 rendszerezés lehetdsége is.

A molekularis azonositids alapjat egy adott gén adott szakaszanak Osszehasonlitd
vizsgélata adhatja. Ehhez egy olyan génre van sziikségiink, amely a kiilonb6z6 taxonokban
ugyanazt a szerepet tolti be és evolucios sebessége is kozel azonos. Ennek a kdvetelménynek
leginkabb az rRNS-eket kodold gének felelnek meg (Mitchell et al. 1995).

A gombdkban (hasonléan madas eukaridtdkhoz) az rRNS gének szervezddése

jellegzetes képet mutat. (5. dbra)

ITS1F
—
ITS1
—
588
183 rDNS ITS |tDNS |ITS 253 rDNS
ITS4 ITS4B TW13

5. abra: Az rRNS gének szervezddése gombakban és az alkalmazott primerek kotési helyei

A transzkripcio soran az rRNS génekrdl egyetlen nagy RNS molekula irédik at,
amely a gének kozotti nem kodolo régiok masolatat is tartalmazza. Ezek a nem kodolo régiok
az un. ITS (internal transcribed spacer) szakaszok, melyek az rRNS érése soran kivagodnak.
Ebbdl kifolyolag az ITS szakaszok szekvenciaja sokkal kevésbé konzervativ, mint az altaluk
elvalasztott DNS-szakaszoké. Ez a nagy mértékii variabilitds teszi lehetdvé a segitségiikkel

torténd faj-, illetve nemzetségszintli azonositast (Bruns et al. 1991).
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Orchideak aszimbiotikus nevelése

Az orchidedk kisméretli és tartaléktapanyagot alig tartalmazoé magjaik miatt a fiatal
novénykék heterotrofok ¢€s természetes koriilmények kozott mikorrhizafertézésre van
sziikségiik, hogy a differencidlatlan protokorm stadiumbol tovabbfejlédjenek. Laboratériumi
koriilmények kozott lehetdségiink van a gomba nélkiili tovabbnevelésre is, amennyiben
biztositani tudjuk a csirandvényeknek a megfeleld tdpanyagokat. A novekedésiik, fejlodésiik
biztositasdhoz sziikséglik van kiils§ szénforrasra, felvehetd allapotban levé nitrogénre,
foszforra, valamint egyéb makro- és mikroelemekre, ezen kiviil j6tékony hatassal bir néhany
vitamin és hormon is. Az aszimbiotikus téptalajreceptek sora igen hosszl. A legegyszeriibbek
néhany asvanyi so €s cukor keverékébdl allnak, mig vannak igen bonyolult, sokkomponensti,
hormonokat tartalmazé taptalajok is.

A szénforrasok koziil a legmegfelelobb valamilyen egyszerti cukor (gliikoz, vagy
fruktoz) illetve a szachardz. Az ezzel foglalkozé kutatasok kideritették, hogy a keményitd, és
egyeb oldhatatlan poliszacharidok nem felhasznalhaté energiaforrasok a szimbionta gombak
nélkdl.

A nitrogénforrasok mindségérdl megoszlanak a vélemények. Vannak kutatok, akik
ugy gondoljdk, hogy a szervetlen nitrogén jelenléte elegendd a csirandvények szdmara
(Arditti 1982; Rasmussen 1995). Mdasok szerint szerves nitrogénforrasra is sziikségiik van a
csirdz6 magoknak. Van Waes és Debergh (1986), Malmgren (1992, 1996), valamint Anderson
(1996) szerint a terresztris orchideak magvai nagyobb aranyban csirdznak a taptalaj szervetlen
nitrogén-tartalménak csokkentése és aminosavak hozzdaddsa mellett, mivel az aminosavak
konnyebben hozzaférhetd nitrogénforrast jelentenek a fejlédé ndvények szamara. A
taptalajokban leggyakrabban hasznalt aminosavak: alanin, aszparagin, glutamin, glicin,
arginin (JAmborné 1993).

A sokoncentraci6 tekintetében meg kell jegyezni, hogy nincsen olyan egységes
recept, amely minden faj esetében megfeleld lenne. A téptalaj megtervezésekor térekedniink
kell arra, hogy mindig az adott faj igényeinek leginkdbb megfelel6 makro- illetve mikroelem
koncentraciot allitsuk be.

Az aszimbiotikus taptalajok Osszeallitasanal gyakran alkalmaznak ndvényi eredetii
komplex névekedésserkentdket is. Ez lehet valamilyen terméskivonat (kokusztej, anandszlé,

bananpép, burgonyakocka, répa, stb.) vagy konnyezési nedv (nyirfanedv). Ezen komponensek
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kedvezd hatdsa elsésorban hormon és vitamintartalmukban rejlik. (Fast 1974; Van Waes,
Debergh 1986).

A természetes eredetli novekedésserkentdk mellett a szintetikus ndvényi hormonok
hatasat is vizsgaljak. Ezek koziil foként a citokininek (benzilaminopurin, kinetin, zeatin)
csirdzasra és protokorm-fejlédére gyakorolt hatasa kutatott. A témaban sziiletett eredmények
sokszor ellentmondasosak. A kiilonbozdé tipusu ¢és kiilonb6zé koncentracidban levd
hormonokra adott valasz fajonként valtozhat (Withner 1959; Arditti 1967; Arditti, Ernst
1984). A leggyakrabban azonban az alacsony koncentracioban (1 uM) adott citokinin-tipust
hormonok novelik a magok csirazasi szazalékat (Miyoshi, Mii 1998), mig nagyobb
koncentracio esetén (alt. 3 uM felett) ez a hatds elmarad, vagy éppen ellenkezové valik és
kevesebb mag csirdzik ki a kontrollhoz képest (Tomita 2002; Stewart, Kane 2006; Arditti et
al. 1998).

Vetés elott a magoknak felszini sterilizalason kell atesniiik, melyre a legtobb szerzd
NaOCl-ot javasol (Malmgren 1992; Rasmussen et al. 1990). A sterilizalas nem csak a magvak
feltiletén talalhatd mikroorganizmusokat 6li meg, hanem a belsé maghé¢j atjarhatosagat is
noveli. Malmgren (1992) érett magok esetén 0,3 %-os kezelést javasol 45-60 percig, mig
Rasmussen és munkatarsai (1990) hat perces kezelést ajanlanak 5 %-os NaOCI oldatban. A
kezelési id0 nem hatarozhaté meg egyértelmiien, hiszen a magvak maghartyaja kiilonb6z6
felépitésii lehet. Az oldat toménységének ¢€s a kezelési id0 hosszanak a megvalasztasakor arra
kell torekedni, hogy lehetdség szerint minden fertdz6dést okozd mikroorganizmust
elpusztitsunk, de az embrid ekdzben ne sériiljon. A felszin sterilezése utdn a magvakat steril
desztillalt vizben kétszer obliteni kell (Rasmussen et al. 1990).

A magvetés utan Fast (1978) szerint a csirazashoz legmegfelelobb homérséklet 20-
25°C kozott van, azonban tobb esetben kimutattdk a néhdny honapig tartd hidegkezelés

csirazéasra gyakorolt jotékony hatasat is (De Pauw, Remphrey 1993; Miyoshi, Mii 1998).
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Szimbiotikus csiraztatasi kisérletek

A szimbiotikus szaporitas sokkal kozelebb all az orchidedk természetes szaporodasi
mechanizmusédhoz. Ez az eljards azonban joval tobb nehézséget is felvet, mint az
aszimbiotikus, hiszen az orchideafaj magjain kiviill a megfelelé6 gombapartner steril
micéliumara is szlikségilink van.

A szimbionta gombatdrzs hatdsdra a magok nagyobb szazalékban csirdznak Kki.
Ennek oka valdsziniileg az, hogy a szimbionta talajlaké gombak enzimatikus uton gyengitik a
maghéjat és az azon beliil elhelyezkedd maghartyat, igy ezzel a csirdzas fizikai gatlasat
csOkkentik (Weinert 1990). A mar kifejlddott protokormokat fertézik meg a hifdk a
csirandvény rhizoidjain keresztiil (Rasmussen et al. 1990). Egyes kutatok a szuszpenzor
sejtjein keresztiil torténd fertdzést is lehetségesnek tartjak (Clements 1988), azonban késobbi
vizsgalatok szerint ekkor nem kovetkezik be tartdés szimbidzis (Rasmussen 1990). Az
orchidea mag-szimbionta gomba rendszer egyensuly igen kényes, gyakran el6fordulo
jelenség, hogy a szimbionta gomba parazitalja és elpusztitja a magvakat. (Beyrle et al. 1991).
Azért, hogy ezt elkertiljiik, olyan taptalajt kell alkalmaznunk, melyben a gomba szaméara
nincsen konnyen hozzaférhetd energiaforras (pl. monoszaharidok), csak valamilyen komplex
szénhidrat. Ilyen taptalaj példaul a csokkentett gliikoz tartalmu Pfeffer agar (Weber, Webster
2001) vagy a zabpelyhet tartalmaz6 Oat taptalaj (Rasmussen et al. 1990; Chou, Chang 2004;
Zettler et al. 2005) is. Mi a szimbiotikus csiraztatasi kisérleteinkben (els6sorban egyszerii €s

olcso eldallitasa miatt) ez utobbit alkalmaztuk.

Orchidedk ¢l6helyen torténd (in situ) csiraztatasa

Rasmussen és Whigham 1993-ban k6z61t cikkében egy olyan 1j eljarast ir le, amely
az in vivo szaporitds kiindulépontja lehet, tovabba segitségével kovetkeztetések vonhatok le
az orchidedk élohelyét illetéen. Ebben a kisérletben amerikai talajlako orchidedkat vizsgaltak
olyan moddon, hogy a begylijtott magokat egy stirli szovésii haloba pergettek, majd a halot
Osszehajtottak és lezartak. Ezeket a kis csomagokat elastak a kiilonféle orchidedk ¢éldhelyein,
tobb ismétlésben. A kapott eredményekbdl lathatd volt, hogy a haldo megvédte a csirdzo
magvakat a nagyobb allatoktol, de a szimbionta gombak hifai szamara atjarhatonak bizonyult.
A csirazasi szazalék valtozd volt, a Goodyera sp. esetében kb. 50 % egy év alatt. Az

egyértelmiien fert6zott magoncok arrdl a teriiletrdl szarmaztak, ahol ez a ndvény eléfordult,
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mig a Corallorhiza sp. egyaltalan nem ndvekedett olyan helyen, ahol természetesen nem

fordul el6.
Az in situ csiraztatdas modszerének nagy eldnye, hogy az éléhelyen ndvekedésnek

indult protokormokbdl a szimbionta gomba a megfelel6 modszerekkel izolalhato, igy eltéréen

crer

egyedeit karositani.
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Anyag és modszer

Csiraztatasi kisérletek Goodyera repens esetében

A csiraztatasi kisérletekben felhasznalt magok

A csiraztatasi kisérleteinkben felhasznalt avarvirdg magok a faj egy, a magyar
hatarhoz kézeli ausztriai dllomanyabol (Semmering melldl) szarmaztak. A gytijtés idOpontja:
2006. szeptember 6., 2007. szeptember 5. A magokat a vetésig szaraz (szilikagél), hiivos
(+5°C) helyen taroltuk.

Az avarvirag aszimbiotikus csirdztatdsa

A csirdztatasdhoz hasznalt aszimbiotikus taptalaj a Malmgren-féle talaj (Eszéki ex
verb; Ramsay ex verb; Kauth et al. 2006; The Orchid Seedbank Project 2000) mddositott
valtozata volt, melyben a szervetlen nitrogénforrasok helyett egy aminosav-keveréket
(Infusamin) alkalmaztunk. (Az Infusamin (Humantrade Kft.; G6dolld) az egészségiigyben
szeptikus betegek roboralasara hasznalt aminosav infuzio.) Ezen kiviil a taptalajok egyik
feléhez benzilaminopurint (BAP) adtunk. Az Osszetevoket analitikai mérlegen, illetve
méréhengerrel mértiik ki, majd a megfelel6 mennyiségii bidesztillalt vizhez adtuk Oket. Az
igy elkészitett oldathoz csak kozvetleniil az autokldvozas eldtt adtuk az agart. Az
autoklavozas soran 120°C-on, 45 percig, 1,2 MPa nyomason sterilizalodott a taptalaj. Az
aminosav-keveréket az autokldvozas utdn, steril injekcids tii segitségével juttattuk a még
folyékony talajhoz. Ezt kdvetden steril flilke alatt szétontottiik a talajokat a megfeleld, eldre
sterilizalt Petri-csészékbe, illetve bébiételes iivegekbe. A talajokat a megdermedésiikig UV-
fénnyel vilagitottuk meg.

Az alébbi tablazat az avarvirdg aszimbiotikus csiraztatdsdhoz hasznalt taptalajok

sszetételét tartalmazza, 1000 cm® mennyiségre vonatkoztatva (2. tablazat).
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Osszetevd Végkoncentrégi(’)
(mg/1000 cm”)

MgSO4 75
Ca3(PO4)2 75
KH,PO4 75
aminosav-keverék (cm’) 5
szachar6z 10.000
aktiv szén 750
ananaszIé (cm’) 22
BAP 0,5
agar 8.000

2. tdblazat: Az avarvirag csirdztatdsa soran alkalmazott aszimbiotikus taptalaj receptje

A magok sterilizalasa és vetése

Felnyilt tokbol szarmazo magok sterilizalasa

Mindkét faj esetében a szimbiotikus és az aszimbiotikus csirdztatas esetén is ezeknek
a felnyilt tokbdl szarmaz6 magoknak a sterilizaldsa és vetése az alabbi modszer szerint,
teljesen hasonloan zajlott.

A magok sterilizalasdt Rasmussen (1990) modszere alapjan végeztiik, modositva. A
sterilizalashoz 2 %-os (1:1 aranyban higitott) haztartasi hypo-oldatot hasznaltunk. A magokat
kémcsdébe helyeztiikk, amit a hypo-oldat hozzaadasat kovetéen gumidugoval zartunk el. 10
percig hagytuk 6ket az oldatban, ¢és a kémcsovet végig razogattuk, hogy lehetdség szerint
mindenhol érje a felsziniiket a folyadék. A 10 perc letelte utdn Ovatosan ledntottik a
folyadékot, tigy, hogy a magok a kémcsd oldalan megtapadjanak. Ezt kdvetden kétszeres,

steril Milli-Q vizzel torténé mosast végeztiink.

A magvetés

A sterilizalt magvakat steril szikével juttattuk a taptalajok felszinére. Az egyenletes
eloszlas érdekében néhany csepp desztillalt viz és iivegbot segitségével szélesztettiik Oket.
Osszesen 19 darab hormon nélkiili, és szintén 19 darab citokinint (BAP) is tartalmazo6

taptalajra vetettilk a magokat, mindet bébiételes tivegben.

16



Tenyésztési koriilmények

Az elvetést kovetden a kultlrdkat 8 héten keresztiil +4 °C-on, hidegszobaban
taroltuk, majd szobahdmérsékletre keriiltek. A csirdzas sordn végig sotétben tartottuk a

magokat. Fényre a megfelel0 fejlettségi allapot elérése utan keriilnek a csirandvények.
Csiraztatasi kisérletek Ophrys scolopax esetében
Terepi csiraztatasi kisérletek (in situ csiraztatas)

A kisérlet helye a Kiskunsagi Nemzeti Park teriiletén fekvd Peszéradacsi rétek, mely
a hazai szarvas bangd allomany jelentds részének ad otthont. A kisérlet soran felhasznalt

magok szintén errdl az él6helyrdl, egy 2005-0s maggytijtésbol szarmaztak.

A csiraztatas menete

Az éléhelyen vald csiraztatasndl dontd fontossagu a kihelyezett magok
visszakereshetdvé tétele. Ez az igen kis méretiik miatt nem egyszert feladat. J6 modszernek
bizonyult az un. diakeretes eljaras. Ennek soran a magokat egy igen kis lyukatméréji haloba
helyeztiik. Ez a mi esetiinkben malomipari szitaszovet, melynek lyukatmérdje 85 um. A
magokat tartalmazo félbehajtott haldo merevitése és lezarasa érdekében diakeretbe foglaltuk a

halot.

A magkihelyezés

Osszesen 20 (10-10) darab diakeretet helyeztiink ki az éléhelyre. A diakeretek egyik
felébe, a két halo kozé egy-egy szlirOpapir-csikot is tettiink. Ez feltételezéseink szerint az
orchidea szimbionta gombak cellulézbontd képessége révén segitheti a magok és a gombak
egymasra talalasat.

A magokat 2006. aprilis 4-¢én tettiik ki az él6helyre, két kiilonb6zd pontra, de
mindkét pontot ugy valasztottuk ki, hogy a magok kozelében legyen egy-egy kifejlett Ophrys

scolopax ndvény is. Mindkét helyre keriiltek szlirOpapiros és sziirépapir nélkiili keretek is.
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Azért, hogy késobb a begytijtésnél konnyebben megtalaljuk a diakereteket, GPS segitségével
megjeloltik a két pontot.

Hérom hénap mulva (2006. jalius 28-4n) ellendriztiik a kihelyezett keretek allapotat,
¢és conologiai felvételt is készitettiink az él6helyrdl. A conoldgiai felvétel készitésénél egy
2x2 méteres kvadratot vizsgaltunk, és a kvadrat teriiletén taldlhatdé novényfajok altali
boritottsdgot becsiiltiik. A felvétel eredményét a fiiggelékben taldlhato tablazatban foglaltam
Ossze. A magok behozataldra a kihelyezést kdvetéen kb. 6 honap mulva, 2006. szeptember

27-én kertilt sor.

Csiraztatas laboratoriumi koriilmények kozott

A csirdztatasi kisérletekben felhasznélt magok

Az Ophrys scolopax esetében a kisérletek soran felhasznalt magok a faj Peszéradacsi
réteken talalhato dllomanyabol szarmaztak.

Természetes koriilmények kozott a szarvas bangd pollinatorai hartyasszarnya
rovarfajok himjei, melyeket a virdg a ndstény rovarok kinézetét és szexualis feromonjat
utanozva csalogat magidhoz. A természetben azonban a megporzas igen ritkdn jatszodik le.
Egyes megfigyelések szerint a Turjan-vidéken ¢é16 masik bangofaj, a 1égybangd virdgainak
csupan 6-7 szazaléka termékenyiill meg (Molnar V. A. 2006). Ezért a kisérleteinkhez
felhasznalhaté magok mennyiségének novelése érdekében kézzel torténd megporzast
alkalmaztunk a szarvas bangok kozott. A polliniumot egy vékony filiszal segitségével juttattuk

egyik egyedrdl a masik bibefeliiletére (6. abra).

18



6. abra: A szarvas bang6 mesterséges megporzasa fiiszal segitségével (a fliszal végén
a pollinium lathat6)

Ez a modszer tobb szerzd szerint is hatdsos mddja terresztris orchidedk esetében a képzd6dd
toktermés-mennyiség felszaporitasanak (Yamazaki, Miyoshi 2006). A megporzast a viragzas
kezdetén, 2007. janius 1-én végeztiik €s a tokokat 4 hét mulva, julius 3-an gyijtottiik be. A
begylijtott tokok szama az el6z6 évek tapasztalataihoz viszonyitva jelentdsen megndvekedett,
bar a pontos mennyiségre vonatkozd adatok nem allnak rendelkezésiinkre. Mivel a kézzel
porzott novényeket egyedileg nem jeloltik meg, és az altalunk végzett beporzas és a
maggyljtés kozotti periddusban torténhetett természetes uton is beporzas, igy nem biztos,
hogy minden begyijtott mag egy honapos volt.

A begylijtést kovetdéen a magokat a tokokbol kipergettik és szilikagélen,
papirtasakban, +4°C-on taroltuk a vetésig.

Az aszimbiotikus csiraztatas sordn alkalmazott tdptalajok

Az Ophrys scolopax esetén az aszimbiotikus nevelésre szant taptalaj a Malmgren-
féle taptalaj (Eszéki ex verb; Ramsay ex verb; Kauth et al. 2006; The Orchid Seedbank
Project 2000) volt, melyet az eredeti recept szerint, médositasok nélkiil készitettiink el. A

taptalaj Osszetétele az alabbi tablazatban (3. tdblazat) olvashato.
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Osszeteve Végkoncentrésci(’)
(mg/1000cm”)
MgSO4 75
Cag(PO4)2 75
KH,PO4 75
NH4H,PO4 150
NH4NO; 100
szachar6z 10.000
aktiv szén 750
ananaszlé (cm’) 22
agar 8.000

3. tablazat: A szarvas bango csiraztatasa soran alkalmazott aszimbiotikus taptalaj
osszetétele (1000 cm® mennyiségre vonatkoztatva)

A szimbiotikus csirdztatasi kisérletekben alkalmazott taptalajok

A szimbionta gombaval egyiitt torténd csiraztatds csak szarvas bango6 esetében
tortént meg. A felhasznalt tiptalaj (4. tdblazat) a zabpelyhet, mint komplex szénhidratot
tartalmaz6 Oat-taptalaj (Rasmussen et al. 1990; Chou, Chang. 2004; Zettler et al. 2005) volt.
Ennek a taptalajnak az elkészitése kiillonbozik az eddigiektdl. A megfeleld mennyiségii Milli-
Q vizet felforraltuk és beletettilk az eldre kimért zabpelyhet. 15 percig foztiikk, majd egy
¢jszakan at allni hagytuk. Ezt kovetden lesziirtiik egy konyhai sziirén a fézetet, hogy
viszonylag homogén allagot érjlink el. Ezutan mértiik be a kivant mennyiségli agart, majd az

autoklavozas kovetkezett. A sterilizalas 120°C-on és 1,2 MPa nyomason 25 percig tartott.

. . végkoncentracio
osszetevo
()
zabpehely 30
agar 10

4. tdblazat: A szarvas bangd szimbiotikus csiraztatasa soran alkalmazott taptalaj Gsszetétele

A szimbiotikus csiraztatas soran alkalmazott gombatorzsek

A szimbiotikus csiraztatdsi kisérletekhez a kunpeszéri él6helyen csirazott
protkormokbdl izolalt gombak koziil valasztottunk egyet. A valasztasunk az OpX9-2p koddal

rendelkezd torzsre esett, mivel a protokorm, amelybdl izolaltuk, négy darab zold levéllel és
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raktarozé gumoval is rendelkezé novénykévé fejlodott, melynél a gomba és a ndvény kozotti

egyensuly tartésan stabilnak mutatkozott.

Magok sterilizalasa és vetése

A felnyilt tokbdl szdrmaz6 szarvas bangd magokat az avarviragnal leirt modszer

szerint sterilizaltuk.

Zart tokok fertotlenitése

A szarvas bang6 esetén rendelkezésiinkre allt 3 darab fel nem nyilt, z6ld szini
toktermés is. Az ezekben taldlhatdé magok még nem érintkeztek a levegdvel, vagyis
csiramentesnek tekinthet6k. Emiatt csak felszini sterilizalast végeztiink a tokokon. A
terméseket 96 %-os etilalkoholba martottuk és lang segitségével leégettiik dket. Az ilyen
moédon fertdtlenitett tokokat ezutan steril koriilmények kozott nyitottuk fel. A magvetés a

tovabbiakban a felnyilt tokbdl szarmaz6é magokkal megegyezden zajlott.

Magvetés

Az avarviragnal leirtakhoz teljesen hasonloan, steril szike és ilivegbot segitségével,
steril koriilmények kozott tortént. Zold tokbdl Malmgren taptalajra 36 Petri-csészében
vetettiink magokat, mig Oat talajra 5 parhuzamos késziilt. A felnyilt tokokbol szdrmazo
magokat Malmgren taptalajra 20 Petri-csészére és 5 darab bébiételes tivegbe, mig Oat talajra

Osszesen 20 darab Petri-csészére vetettiink.

Tenyésztési koriilmények

A vetést kovetden a parhuzamosak egyik felét 8 hétig +4 °C-on, hidegszobaban
taroltuk, majd ezt kovetden szobahOmérsékletre keriiltek. Az elvetett magok masik felét nem
részesitettiik hidegkezelésben, ezek a vetéstdl kezdve folyamatosan szobahdmérsékleten
voltak. A csirdzas alatt a magokat végig sotétben taroltuk. A szimbiotikus nevelésre szant
kultarakra a vetés utani 23. héten oltottuk ra a szimbionta gombat, majd tovabbra is sététben

tartottuk Oket.
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Szimbionta gombak izolalasa

A Goodyera repens szimbionta gombainak izoldlasa

A vizsgélathoz felhasznalt névények a mar emlitett Semmering melldli allomanybol
szarmaztak, és a madasodik maggyljtéssel egyidében, 2007. szeptember 5-én Kkeriiltek
behozatalra.

A szimbionta gomba izoldldsa az Gn. gyokérszegmens technika (Vértényi, Bratek
1996) segitségével tortént. Az eljaras soran a megmosott gyokérrészeket 3 percig 0,1 %-o0s
AgNOs-oldattal  fertOtlenitettiik, majd 0,5-1 cm-es darabokra vagtuk és a gomba
felszaporitasara alkalmas taptalajra (Potatoe Dextrose Agar, 3 g/l burgonyapehely, 10 g/l
gliikoz, 15 g/l agar) helyeztiik dket. A taptalajon kifejloédé gombak koziil a telepmorfologiai
tulajdonsagai alapjan szimbiontanak mindsitett gombakat izolaltuk, és szintén PDA taptalajon

tartottam fenn 6ket.

Az Ophrys scolopax szimbionta gombdinak izolalasa

A mintagytjtés alkalmaval 2 kifejlett és tovabbi 3 fiatal egyed behozatalara kertilt
sor, a viragzasi idészak elején, 2006. majus 12-én.

A szarvas bangd esetében is alkalmaztuk a gyokérszegmens technikat. Ezzel a
modszerrel 0sszesen 8 gombatorzset izolaltunk, melybdl hdrmat molekularis modszerekkel
azonositottunk is (60pX1-1A, 60pX1-3B, 60pX1-5B).

A kovetkez6 szimbionta gomba izolalasi technikakat csak az Ophrys scolopax esetén
alkalmaztuk.

A peloton kiemelés soran a gyodkér kortex sejtjeiben jelenlévd, feltekeredett,
gombolyag-szeri képletet add hifa-szovedéket (pelotont) kell eltdvolitani. Ezt mikroszkop
alatt, rovartli segitségével végeztilkk el, majd agar nélkiili, folyékony Potatoe Dextrose
tapkozegre helyeztilk. Ha a peloton egészséges, ¢s nem a degradacid fazisdban volt a
kiemeléskor, akkor a gomba novekedni kezd és felszaporodik a tapkozegben. A hat kiemelt
pelotonbol harom ndvekedésnek indult, melyekbdl kettét molekularis modszerekkel
azonositottunk (OpX1-1pll, OpX1-1pl2).

A kovetkez6 két izolalasi technikdhoz az in situ csirdztatasi kisérlet soran

novekedésnek indult protokormokat hasznaltam fel.
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Az elsO esetben a lemosott protokormokat 20-45 mp-ig 0,1 %-os AgNOs;-oldattal
fertétlenitettem, majd haromszori steril vizzel valdo mosas utdan PDA taptalajra helyeztem. Két
protokormbol fejléddésnek indult egy-egy gomba, melyeket morfoldgiailag nagyon hasonlénak
talaltunk. Mivel a két csirandvény egyazon diakeretben, egymas mellett helyezkedett el,
minden valésziniiség szerint ugyanaz a gombatdrzs mikorrhizalta oket. Ezért (ugyan
mindkettérdl izolaltuk a gombat) a kettd kozil csak az egyiket vetettiik ald molekularis
azonositasnak (60pX9-1p). A masik protokormbol kindtt gombatorzset (60pX9-2p) a
szimbiotikus csiraztatési kisérletek soran hasznaltuk fel.

A masodik esetben az él6helyen kicsirazott protokormokat mosas utan alkoholban
tettiik el a késobbi vizsgalatokig. Ez a modszer csak a gomba molekularis azonositasat teszi
lehetévé, izolalt torzs fenntartdsira nem alkalmas. Az alkoholban eltett csirandvények
feltarasa gyongymalom segitségével tortént, melyrél a DNS kivonasanal esik bdvebben sz6.
Egy gombatorzset sikeriilt igy azonositanunk (60pXO9).

A DNS kivonas soran felhasznalasra keriilt egy kordbban ugyanerrdl az éldhelyrdl
begytijtott, vaddisznok altal kitrt Ophrys scolopax egyed gyoOkerének alkoholban fixalt
darabja is. Egy gombatdrzset azonositottunk beldle (5OpX18).

Szimbionta gombak azonositasa molekularis modszerekkel

Minta el6készités

A kiilonb6zé modszerekkel izoldlt gombatorzseket razatott, folyadék PDA
tapkozegen felszaporitottam. Az Ophyris scolopax esetében alkoholban eltett mintékat is
vizsgaltam. Az alkoholban eltett gyokerekbdl a molekuléris vizsgalat elétt mikroszkop alatt
kivalasztottuk azokat a gyokérrészeket, amelyekben szimbionta kolonizacié figyelhetd meg.
Az alkoholban eltett protokormokat elézetes mikroszképos vizsgélat nélkiil hasznaltam fol,
mivel ezen fejlédési allapotaban az orchidea csirandvény biztosan tartalmaz szimbionta

gombat.

DNS kivonas

A DNS kinyerésében néhany modositassal Kéren et al. (1997) moddszerét

alkalmaztam. A folyékony PDA tapkozegen felszaporitott gombatdrzsekbdl szadrmazd
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mintakat kisméretli steril dorzsmozsarakban dorzsoltem el kevés kvarchomok és folyékony
nitrogén jelenlétében. A kisméretli alkoholos gyokérszegmenseket és protokormokat az
esetleges anyagveszteség elkeriilése végett gyongymalmos modszerrel tartam fel. Az eljaras
soran egy specialis Eppendorf-cs6be a mintak mellé egy-egy liveggyongyot és kvarchomokot
szortam, majd kétszer 1,5 percig razattam 50/sec frekvenciaval.

A homogenizatumokat a mennyiségiiktdl fiiggéen 600-750 ul CTAB oldattal 1,5 ml-
es centrifugacsdvekbe mostam 4t. A csoveket 40-60 percre 65°C-os vizfiirdébe helyeztem,
kozben kétszer-haromszor vortexeltem dket. Az inkubacids id6 leteltével a mintdkat 18000 g
fordulatszamon, 10 perc alatt, szobahdmérsékleten lecentrifugaltam.

Ezt kovette a fehérjék eltavolitasa. Ez egy kétlépéses, kloroformmal torténd tisztitast
jelentett. Az egyes mintdkhoz egy térfogat (600 pl) kloroformot adtam, majd alaposan
Osszerdztam ¢és 18000 g fordulatszam mellett, 15 percig tartd centrifugéaldssal elvalasztottam a
kloroformos és a vizes fazist. A feliilluszo és a DNS-t is tartalmazé vizes fazist j, tiszta
csovekbe pipettaztam, a fehérjét tartalmazod kloroformos fazist elontottem. Ezutan
megismételtem ezt a tisztitasi 1épést.

A vizes fazist feliiluszobol a DNS-t 2-2,5 térfogat -20°C-os abszolut alkohollal
csaptam ki. A kicsapott DNS-t egy oréra -20°C-ra tettem, ezzel is elésegitve a DNS kivalasat,
majd 18000 g fordulatszdmon torténd 30 perces centrifugalas kovetkezett. A feliiluszo
elontése utan a DNS csapadék mosasa tortént a kovetkezé maodszerrel: 200 pl 70 %-os, -20°C-
os etanolt adtam a csapadékhoz, majd révid vortexelést kdvetéen 5200 g fordulatszdmon, 5
percig fugaltam. Ezt a mosési eljarast még kétszer megismételtem. Végiil az alkoholt
leOntottem a tisztitott csapadékrol és a csoveket lefelé fujo steril fiilkében, a légaramlat
segitségével kb. 20 perc alatt kiszaritottam, ezzel tavolitva el a mintabol az alkoholt.

Végezetiil a csapadékot 50-100 pl steril, ultratiszta Milli-Q (Millipore) vizben fel.

PCR reakcid és gélelektroforézis

A DNS-t tartalmazé inhomogén oldatbol tobb kiilonbdzd higitassal végeztem a PCR

Az amplifikaciokat a kovetkezd PCR késziilékeken végeztem: Techne TC-312
Thermal Cycler és a Bioer Technology Co., LTD Little Genius Thermal Cycler késziiléke. A
PCR elegyek végsd térfogata minden esetben 50 pl volt. Az elegyek Osszetételét az alabbi
tablazat foglalja dssze (5. tablazat).
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Kiindulasi koncentracio Térfogat 1 mintara (50 pl)
reakciopuffer (10xRB) (15 mM MgCl,) 5,0 ul
dANTP mix 4x2 mM 5,0 ul
primer1 0,01 mM 1,0 pl
primer2 0,01 mM 1,0 ul
MgCl, 25 mM 2,5 ul
steril Milli-Q viz 10,25 Wl
Taq polimeraz Su/ul 0,25 ul
e MI v 2504

5. tablazat: A PCR soran 0sszedllitott reakcid-elegyek Osszetétele

Az enzim szdmara a polimeraz reakcid6 ~megkezdéséhez  sziikséges
oligonukleotidokként az ITS1 és ITS4 (univerzalis) primereket alkalmaztam, amelyek a teljes
ITS régio felszaporitasdhoz kellenek. Az alkoholos gydkérmintdk esetében a DNS-oldatok
ndvényi és gomba DNS-t egyarant tartalmaznak és a gomba DNS igen kis mennyiségben van
jelen, ezért ilyen esetekben gombaspecifikus primerre is sziikség volt a megfelel6 DNS-
szakasz felszaporitasahoz. Gombaspecifikus primerként az ITS1F-et és bizonyos esetekben a
basidiomycota specifikus ITS4B-t hasznaltam. Ezeknél a mintaknal csak két egymast kovetd
PCR-rel (un. nested PCR) lehetett a megfeleld ITS régidt felszaporitani. A nested PCR-hez
hasznalt primerek: 1. reakcio: ITS1F/Twl3, 2. reakcio: ITS1/ITS4B. A nested PCR-ek
minden egyéb koriilményt tekintve a hagyomanyos PCR reakciokhoz teljesen hasonldan
zajlottak le.

A reakcioelegyek Osszeallitdsakor eldszor a DNS-templat, vagyis a mintadk
kiilonboz6é térfogatait mértem be a PCR csovekbe, majd steril Milli-Q vizzel 25 pl-re
egészitettem ki. A kovetkezd 1épésben a mastermixet, vagyis a PCR elegyek DNS templatot
nem tartalmaz6, a reakcié megfeleld koriilményeit biztositd oldatat készitettem el. A
komponenseket az enzim kivételével mind Osszemértem. Az polimeraz enzimet legutoljara
kell bemérni, majd rovid keverés utan ebbdl az alapoldatbol adtam minden PCR cs6hoz 25-25
pl-t. A végsé Mg koncentracié a reakcidelegyekben 2 mM volt.

A DNS amplifikdcié soran alkalmazott hdmérsékleti és iddbeallitasok az alabbi

abran (7. abra) kovethetok nyomon:
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elozetes denaturacié | primerkotés : : DNS végso szintézis | | eltartas

| denaturicié i szintézis
94°C 94°C E
4 perc 30 mp 30 mp § L1 72°C 72°C §
51°C / 30 mp* 7 perc
30 mp :
e
—
33 ciklus

* +1 mp ciklusonként

7. dbra: Az amplifikdcio soran alkalmazott hdmérsékleti és idobeallitasok

A templat DNS megfeleld denaturalasahoz illetve az enzim aktivalasdhoz az elsd
ciklust megel6zdéen 4 és fél percig tartd 94°C-os inkubalast alkalmaztam. A Taq polimeraz
aktivitds-csokkenését az egyes ciklusok  szintézisidejének 1 mp-el  torténd
meghosszabbitdsaval ellensulyoztam. A reakcio végeztével a mintdkat gélelektroforézissel
vizsgéltam.

A gélelektroforézishez a Gibco BRL cég Horizon 11-14 tipust futtaté rendszerét
hasznaltam. Az 1,0 %-os szeparal6 gél elkészitéséhez 100 ml 0,5* Trisz-borsav-EDTA (TBE)
puffert és 1,0 gramm agardzt haszniltam. Az agarézt mikrohullamu siité segitségével
oldottam fel a TBE pufferben. Ez igy kapott oldatot 50-60°C-osra hagytam visszahiilni, és
ekkor adtam hozza a DNS kimutatdsdhoz sziikséges 20-25 pl etidium-bromidot, melyet 0,5
mg/ml-es torzsoldatbdl vettem ki. Az igy elkészitett gelet a géltartoba ontdttem €s hagytam
megszilardulni. Miutdn megszilardult, eltavolitottam a tdmfalakat és a mintatartd zsebek
kialakitasahoz sziikséges gélféstit. A gélt a futtatokddba helyeztem ¢és elfedtem a gél
készitésénél is hasznalt TBE pufferrel.

A kovetkezd 1épés a mintak felvitele volt a mintatartd zsebekbe. Ehhez a PCR
reakcid soran kapott mintdimbol 5-5 pl-t kivettem és 1 pl 33 %-os festéket is tartalmazod
glicerint adtam hozza. Ezekbdl a keverékekbdl vittem fel 6-6 pl-t a gélzsebekbe. A futtatasnal
5,5-7,5 V/cm fajlagos fesziiltséget alkalmaztam, igy ez 90 V-os fesziiltség mellett 35-60
percig tartott. A futtatasi id6 letelte utan a gélt UV-fénnyel megvilagitva, 595750 nm folott
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ateresztd szlrdt alkalmazva, digitadlis CCD kameraval fényképeztem le. A fotokat szabad

szemmel vizsgaltam.

A PCR termékek tisztitasa

A PCR termékek tisztitasat ultrasziir6 membran segitségével végeztem (Amicon
membran, Millipore). A tisztitasi 1épés sordn a PCR csovek teljes tartalmat a centrifugacsd
mintatartdjaba pipettdztam 450 pl ultratiszta Milli-Q viz kiséretében, majd 15 perces 1000 g-
vel torténd centrifugalas kovetkezett. A centrifugdlds soran az ultrasziird membran a
megfeleld porusméretébdl kifolydlag a felszaporitott DNS darabokat visszatartotta, mig az
egy¢b kisebb méretli molekuldk (ANTP, oligonukleotidok, sok) a membranon atjutottak. A
tisztitdas masodik 1épésében a DNS darabok leolddsa tortént a membranrol. A tisztitds
eredményét a mar emlitett modon, gélelektroforézissel ellendriztem. Az igy megtisztitott,

egyenként 25-50 pl térfogati mintak mar szekvenalasra készek.

Szekvenalo reakcio

A szekvenal6 reakcidhoz az ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit-et hasznaltam. Ez tartalmazza a fluoreszcens nukleotidokat (ANTP, ddNTP) ¢és a
DNS polimerazt (moédositott Taq) és egyéb segédanyagokat. A szekvenald elegyben a

kovetkezd Osszetevok talalhatok:

Szekvenalo kit 4 ul
Higitopuffer 2ul
Steril Milli-Q viz 5-9 ul
Primer (ITS1 vagy ITS4) I
DNS-templat 4-8 ul

A gélelektroforézis eredményétdl fliggden az egyes mintdkbol kiilonbozo
mennyiségeket hasznaltam, a steril viz térfogata ennek megfelelden lett valtoztatva, Gigy, hogy
a végso térfogat 20 pl legyen.

Az egyes mintdkat mindkét irdnybol megszekvenaltam.
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A PCR késziilék az alabbi beallitasok mellett futott (6. tablazat):

Denaturacio Primerkotés DNS szintézis Eltartas
96 °C 50 °C 60 °C 4°C
10 mp 5mp 4 perc

6. tablazat: A szekvenalo reakcio soran alkalmazott hOmérsékleti és idobeallitasok

A szekvenald reakcidtermék tisztitasa

A szekvendl6 reakcio 20 pl térfogati termékeihez 50 pl abszolut etanolt, 3 ul 3 M-os
Na-acetatot ¢és 17 upl steril Milli-Q vizet adtam, majd rovid vortexelés utan
szobahOmérsékleten 20 percig allni hagytam. Ezutan 20 percig 20800 g-n centrifugaltam. A
feliiltiszo eltavolitasa utdn 250 pl 70 %-os etanollal mostam a DNS-t, majd 5 percig 20800 g-
n centrifugéltam. A feliiltszot lepipettaztam, majd megismételtem az etanolos mosast. A
csapadékot a PCR-késziilék segitségével 90°C-on szaritottam.

A kapillaris gélelektroforézist ABI PRISM 310 Genetic Analyser, illetve 3100 Genetic
Analyser késziilékben (Applied Biosystems) a G06dolléi Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai
Kutatokozpontban (2100 G6dollé Szent-Gyorgyi Albert u. 4.) végezték.

Szekvenciaanalizis

A szekvenator altal adott kromatogramokat a Chromas kiértékeld program
segitségével vizsgaltam. A szamitégép altal meghatarozott bazissorrendet néha sziikséges volt
feliilbiralni, a szoftver ugyanis egyes esetekben nem determinélja az adott helyen levé bazist.
fgy el6fordulhatnak a szekvencidban nem determinalt, hianyzo, vagy éppen megkett6z6dott
bazisok. Ezek kijavitdsa utan a szekvencidk alkalmasak lettek a tovabbi analizisre.

Az analizishez a BlastN 2.2.2 (Altschul et al. 1997) illetve a ClustalW (Thompson et
al. 1994) keresdprogramokat hasznaltam. Az egyes szekvencidk kozotti hasonlosagokat a
TreeView program segitségével abrazoltam.

A szimbionta gombakbol kapott szekvencidk mellé kikerestem a leghasonlobb
szekvenciakat az eurdpai nemzetkozi adatbazisbol (EMBL) és ezekbdl valasztottam csoport-

azonositokat a kiilonb6z6 gomba csoportjaink azonositdsdhoz és a fan valo abrazolasahoz.
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Eredmények ismertetése

Csiraztatasi kisérletek eredményei Ophrys scolopax esetén

Az in situ csirdztatési kisérlet eredménye

Az ¢éléhelyre 2006 aprilisaban kihelyezett magokat a kihelyezéstdl szamitott 27.
héten, 2006. szeptember 27-én gytijtottilk be. A diakiemeléskor mar a novények gyokerei
teljesen befontdk a diakeretbe agyazott Ophrys scolopax magokat magukban foglal6 halot (8.
abra). Miutan a halokat megtisztitottuk a rajuk tapadt foldtél és gyokerektdl, a csirdzasnak

indult magok mikroszkop alatt vizsgalhatova valtak.

LK y Sy
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-

8. abra: A magokat tartalmaz6 diakeretek szeptemberi begytijtése

A kihelyezett 20 darab diakeretbdl 0sszesen kettében tapasztaltunk csirazast. A két,
csirazd magokat tartalmazo diakeret a kisérlet helyszinéiil szolgdlo teriilet két kiillonb6zo
pontjarol kertilt el6. A 9-es szamu keretben (szlir6papir nélkiili) a benne levé mintegy 400
mag koziil minddssze 4 darab csirdzott ki €s fejlodott protokormma (9. dbra). A 4-es szamu

diakeretben, mely szlir6papirt is tartalmazott, a 360 darab kihelyezett magbdl ketté indult
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novekedésnek, azonban a diakeretek behozatalanak idopontjaban mar csak a bel6liik fejlodott

protokormok elhalt maradvanyait taldltuk meg (10. abra).

9. dbra: A 9-es diakeretben levo 10. abra: A 4-es szamu diakeretben két
protokormok koziil ketté egymas mellett elhalt protokormot talaltunk
csirazott

A négy darab €16 csirandovény kozil a két fejlettebbet PDA-taptalajra tettiik,
melyekbdl a szimbionta gomba egy hét utdn ki is nétt mindkét esetben (11. abra). A
telepmorfologiai tulajdonsagaik alapjan hasonlé gombak koziil az egyiket izolaltuk. A torzs
kodja a tovabbiakban: 60pX9-1p. A masik 2 protokormot alkoholban fixaltuk a kés6bbi

szimbionta meghatdrozésig. A szekvenalas utdn a beldliik szarmazé gomba kodja: 60pX0.

11. abra: A PDA téptalajon fejlédo
Ophrys  scolopax  protokorm a  kinovo
gombahifakkal
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A laboratoriumi csiraztatasi kisérletek eredményei

A csiraztatasi kisérletek kiértékelésének modszerei

A csiraztatasi kisérletekben résztvevo két orchideafajnal mind a szimbiotikus, mind
az aszimbiotikus csiraztatasnal a magok csirazasdnak idépontjat sztereomikroszkopos
vizsgalattal allapitottam meg. A csirdzds meginduldsa utdn az egyes Petri-csészékben levd
csirandvényeket kéthetente szadmoltam le. A szarvas bango6 esetében a Petri-csészékben levo
protokormok szamat az edények 1 cm’-es szektorokra bontasaval és azok szisztematikus
leszamolédsaval pontosan meg tudtam 4allapitani, az G&sszmagszammal egyiitt. Az egyes

protokormok fejlettség allapotait az alabbi tablazat alapjan hatdroztam meg (7. tablazat):

fejlettségi . .
allapot jellemzés

0 nem csirazott mag életképes embridval
1 kis méret(i, gdmb alaku protokorm
2 g6émb alaku protokorm rhizoid szérokkel
3 hajtascsucs megjelenése
4 elsé levél megjelenése
5 gyOkér megjelenése

7. tablazat: Az Ophrys scolopax csirandvényeinek fejlettségi allapotainak osztalyozasa
(Stewart, Kane 2006; Yamazaki, Miyoshi 2006 alapjan médositva)

Az aszimbiotikus csiraztatasi kisérlet eredménye

Felnyilt toktermésbol szarmazo magok esetén

Az elvetett Petri-csészék kozott a fertdzddési arany igen nagy volt, a kultarak 50 %-a
befertdzddott, legtobbszor valamilyen gomba vagy baktérium 4ltal. A 2 hodnapos
hidegkezelésen atesett 10 Petri-csésze koziil egy kivételével mind befert6z6dott, mig a végig
szobahdmérsékleten tartottak kozott csak egy csésze lett fert6zés aldozata.

A hidegkezelésben nem részesiilt magok a vetést kovetd 24. hét kornyekén kezdtek
el csirazni. Ett6l kezdve a Petri-csészéket kéthetente ellenOriztem, és leszamoltam a
csiranovényeket. A 40. héten, amikor mar tovabbi csirdzast nem tapasztaltam, allapitottam
meg a csirazasi szazalékokat. A hidegkezelt magoknal a parhuzamosok elveszése miatt
csirazasi gorbét nem tudtam felvenni. A megmaradt egy Petri-csészén levé magok azonban az

elézetes varakozasok szerinti id6ében, a kontrollcsoporthoz képest 2 honapos késéssel
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csirdztak, a vetés utani 32. héten fedeztem fel az elsé csirandvényeket. A 40. héten mért
csirazasi szazalék 19, 6 % volt.
Az alabbi gorbén a hidegkezelésben nem részesiilt, felnyilt magtokbol szdrmazo

Ophrys scolopax magok éatlagos csirazasi szazalékai lathatoak (12. abra).

A szarvas bango atlagos csirazasi szazalékai

45
40
35 ry
30 1 2
/ _ ¢ atlagos
25

/.—- csirazasi %

—Lo0g. (atlagos
csirazasi %)

csirazasi %
— M
Q

1

V.

/.-

22. 24, 26. 28. 30. 32. 34. 36. 38. 40.

vetéstol szamitott hetek

o g o O

12. abra: A szarvas bangd aszimbiotikus csirdzasanak valtozasa az id6 fliggvényében

A csirdzas meginduldsakor az atlagos csirdzasi szazalék 8,4 % volt. Ezt kdvetden a
32. hétig a csirandvények szamanak lassu emelkedését figyeltem meg, majd a 34. héten a
protokormok szdma tobb mint duplajara emelkedett az el6z6 méréshez képest. Ebben a két
hétben az atlagos csirdzasi szazalék 13,6 %-rol 31,5 %-ra ndovekedett. Ezt kdvetden ez az
érték mar alig ndtt (maximalis értéke a 36. héten elért 33,9% volt). A kisérlet alatt a
csirandvények kozott elhalast egyaltalan nem, vagy csak igen ritka esetben tapasztaltam,
emiatt a 40. héten mért alacsonyabb csirazasi szazalékok a szamolasi pontatlansagokbol
adodhattak. A 40. héten tortént utolsé szamolas alkalméval az egyes protokormok fejlédési
stadiumait is megallapitottam. A legnagyobb részben (95,8 %-ban) l-es stadiumban levd,
azaz kisméretli, gdmb alaku, rhizoid-szérokkel nem rendelkezd protokormokat talaltam. A 2-
es stadiumu, rhizoidszérokkel rendelkezd csirandvények aranya igen alacsony, mindossze 0,3

% volt. A 3-as vagyis a hajtaskezdemény megjelenését jelentd allapotot csupan egy darab
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protokorm érte el. A 4-es stadiumig, vagyis a levél és gyokérképzddésig egyetlen novényke
sem jutott. Viszonylag magas volt azonban az un. PLB-k (protocorm-like body) eléfordulasi
aranya (3 %). Ezek olyan ndvekedésnek indult csirandvények, melyek nagyméretiiek, de
differencidlatlanok, sem hajtas, sem gyokérkezdemény nem kiilonithetd el rajtuk. A bébiételes
iivegben csirdz6 magokat a nehéz leszdmolhatésaguk miatt a csirazasi gorbe felvételekor nem
vettem figyelembe. A rajtuk megjelend csirandvények fejlettségi allapota azonban joval
meghaladta a Petri-csészéken novokét. A vetés utdni 32. héten mar egy leveles hajtdssal ¢s
gyokérrel rendelkezd Ophrys scolopax magoncot is megfigyeltem rajtuk. Az iiveget fényre

téve a levél hamar megzoldiilt, és a novény gyors novekedésnek indult (13. dbra).

13. abra: Aszimbiotikus taptalajon fejlédé Ophrys scolopax magonc

Zart tokbol szarmazo magok esetén
A zart tokbol szarmaz6d magokat tartalmazd Petri-csészék kozott a fertdzodés a
hidegkezeltek kozott 72,2 %-os volt, mig a szobahdmérsékleten tartottak kozott nem volt

tapasztalhatd. Csirazo magokat egyetlen kultira esetén sem figyeltem meg.
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A szimbiotikus csiraztatasi kisérlet eredménye

Felnyilt tokbol szarmazo magok esetén

A felnyilt tokbdl szarmazé és hidegkezelésen atesett magok kozotti fert6zodés a
szimbiotikus taptalajon is igen nagy aranyu volt. A parhuzamosként szolgéalé 10 darab kultara
koziil egy maradt fertézésmentes, ezzel szemben a szobahdmérsékleten tartottaknal a 10 Petri-
csészébdl 8 megmaradt. A szimbionta gomba feloltdsara a vetés utani 23. héten keriilt sor.
Ekkor csirandvényeket még nem figyeltiink meg a kultirakban. A gomba két hét utan mar jol
lathatoan atszOtte a magokat, a kifejlesztett hifak azonban jelentdsen megnehezitették a
magok tovabbi vizsgélatit. Ezért az aszimbiotikusan csirdztatott magokkal ellentétben a
csirandvények megjelenése utan kéthetenkénti leszamolast nem végeztiink, igy csirazasi
gorbe sem volt készithetd. A magok csirdzdsa a gomba feloltasa utan koriilbeliil négy héttel
indult meg. A csiranévények leszamolasanak id6épontja egybeesett az aszimbiotikus kultirak

40. héten torténd utolso leszamolasaval.

Zart tokbol szarmazo magok eseten

A zart tokbol szimbiotikus taptalajra vetett magok a hidegkezelés alatt mind
befertézddtek, mig a szobahdmérsékleten tartott 3 Petri-csészébdl kettd megmaradt. Gomba
feloltasara nem kertilt sor, csirdzas egyik kultiran sem volt tapasztalhato.

Az alabbi diagrammon (14. abra) a szimbiotikus taptalajon torténd, atlagos csirazasi

szazalékok lathatok a vetéstol szamitott 40. héten.

A szarvas bang6 szimbiotikus
csirazasa a vetés utani 40. héten

Egomba

5= nélkal

@ Egombaval
N

by

o=

w

o

14. dbra: A szarvas bango6 szimbiotikus csirdzdsa gomba nélkiili illetve gombat is tartalmazé
kultarakban
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A kontroll csoportban az atlagos csirazasi szazalék 39,7 % volt, mig gomba jelenlétében ez az
arany 63,8 %-nak adodott. A gomba nélkiil csirazott protokormok mind 1-es stadiumuak, igen
kis méretiiek, gdmb alakuak és zémmel barnas szintiek voltak. A 2-es, rhizodokkal rendelkezd
allapotot egyik protokorm sem érte el. A gomba jelenlétében ndvekvd csirandvények kozott
ezzel szemben a 2-es stadiumig fejlédottek aranya 5,1 % volt, és 4 darab nagyméreti,

hajtaskezdeménnyel rendelkezd, 3-as stadiumu protokormot is taldltam (15. abra).

15. abra: Szimbionta gomba jelenlétében csirdzd Ophrys scolopax protokormok
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A csiraztatasi kisérletek eredményei Goodyera repens esetén

A csirazasi eredmények kiértékelése

Az avarvirdg aszimbiotikus kulturait bébiételes iivegekben inditottuk meg (a tovabbnevelés

szempontjabol jobb), melyeknek a mikroszkdppal torténd vizsgalatakor a csirdzast csak

becsléssel lehetett megallapitani. Az egyes protokormok fejlettségi allapotait az alabbi

tablazat szerint hataroztam meg (8. tablazat):

fejlettségi , .

. jellemzés

allapot
0 nem csirazott mag életképes embriéval
1 kis méretli, hosszukas protokorm
2 megnyult protokorm rhizoid sz8rokkel
3 levél megjelenése (etiolalt pikkelylevél is)
4 gyokér megjelenése

8. tablazat: A Goodyera repens protokormok fejlettségi allapotainak osztalyozasa (Stewart,

Aszimbiotikus csiraztatasi kisérletek eredménvye

Kane 2006; Yamazaki, Miyoshi 2006 alapjan modositva)

A kisérlet soran fertdzddést egyetlen bébiételes edény esetében sem tapasztaltunk

egyikfajta taptalajnal sem.

A magok csirdazdsdnak a kezdete a vetést kovetd 15. héten volt tapasztalhatdé mindkét

taptalajtipusnal. Ett6]l kezdve a csirandvények szama folyamatos ndvekedést mutatott. Az

egyes heteken mért 4tlagos csirazasi szazalékokat az alabbi tablazat tartalmazza (9. tablazat):

vetéstol szamitott hetek 15. 17. 19. 21. 23. 25. 29.

stlagos lé(;ntroll 12% | 201% | 22.3% | 254% | 314% | 335% | 362%

csirazasi % | DA 18% | 118% | 17.3% | 188% | 241% | 257% | 251%
jelenlétében

kontroll 0047 | 0049 | 0058 | 0,057 0,08 0,09 0,09

szoras | BA 0029 | 0035 | 0056 | 0058 | 0,095 | 0094 | 0,093

jelenlétében

9. tablazat: Az avarvirag atlagos csirazasi szazalékai és azok szérasa a kétfajta taptalaj
esetén
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A fenti adatok alapjan felrajzolhato a két csirazasi gorbe (16. abra):

50
45
40
35
30
25
20

csirazasi%

15
10

Az avarvirag atlagos csirazasi szazalékai az ido
fllggvényében

— e kontroll

= BA

. —1 jelenlétében

——Log. (kontroll)

Log. (BA
jelenléetében)

15. 17. 19, 21. 23. 25, 27. 29,
vetestol szamitott hetek

16. abra: Az avarvirag aszimbiotikus csirdzéasa kétféle taptalajon

A 29. héten torténd értékelés soran a csirandvények fejlettségi allapotait is feljegyeztem. A

hormonmentes taptalajon az 6sszes protokorm koziil az 1-es stddiumban, vagyis a kicsirazott,

de még sem megnyulasos novekedést, sem rhizoid-képzést nem mutaté allapotban levok

aranya 26,5 % volt, mig a citokinint tartalmaz6 talajon ez az érték 22,7 % -nak adddott. A 2-

es stadiumig (intenziv hossziranyl ndvekedés €s rhizoid-sz6rok megjelenése) a csirandvények

30,4 %-a novekedett hormon nélkiil, mig BAP jelenlétében ez az arany joval magasabb, 44,1

% volt. A 3-as, vagyis leveleket is képz0 fejlettségi szintet a hormon nélkiiliek 43,1 %-a, mig

a megndvelt mennyiségii citokinin jelenlétében novekvoknek csupan 33,2 %-a érte el.
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.A protokormok fejlettségi allapotainak eloszlasat az alabbi grafikon szemlélteti (17. abra):

A protokormok altal elért fejlettségi szintek
eloszlasaa 29. héten

50

45

40

35

30

25

20

15 4

10

5

0’ T T T

1 2 3 1 2 3

kontroll BA jelenlétében

eloszlasi %

17. abra: Az avarvirag protokormjai altal elért fejlettségi allapotok megoszlasa a kétféle
taptalaj esetén

A szekvenciaanalizis eredményei Ophrys scolopax szimbionta gombainal

A szekvencidk elemzését a 8 db Ophrys scolopax minta és egy Dactyorhiza
incarnata gyokerébdl szarmazd minta esetén végeztiik el. A Dactylorhiza incarnata-ra azért
volt sziikségiink, mert az altala szimbiontaként elfogadott gombék skalaja igen széles. Ezek
leginkdbb a gyakori Ceratobasidium, Thanatephorus, Tulasnella valamint Sebacina
nemzetség fajai kozil keriilnek ki, ezért ez a ndvényfaj jol hasznalhat6 az éldhelyen jelenlevd
orchidea mikorrhiza gombacsoportok kimutatasara (Illyés et al. 2006).

A kifejlett bangod egyedek gyokerének ¢és a csirandvények vizsgalatanak

eredményeként az aldbbi tablazatban szerepld torzsek ITS szekvencidit allitottuk elé (10.

tablazat):

izolalasi technika | bangé egyed fejlettsége torzs kodja | gombacsoport
(alkoholban fixalt) | kifejlett 60pX18 Thanatephorus sp.
gyOkérszegmens kifejlett 60pX1/1A | Epulorhiza sp.(I)
gyOkérszegmens kifejlett 60pX1/3B | Epulorhiza sp.(I)
gyOkérszegmens kifejlett 60pX1/5B | Epulorhiza sp.(I)
peloton kiemelés kifejlett 60pX1/1pll | Epulorhiza sp.(I)
peloton kiemelés kifejlett 60pX1/1pl2 | Epulorhiza sp.(II)
protokormbdl csirandvény 60pX9/1p Epulorhiza sp.(I)
(alkoholban fixalt) | csirandvény 60pX9 Ceratobasidium sp.

10. tablazat: A szarvas bangobdl izolalt gombacsoportok megoszlasa
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A 8 Ophrys scolopax-bol szarmazd ITS szekvenciat (Id. melléklet) 16 db
szekvenalasbol szarmazo szekvencia elemzésével allitottuk eld, ugyanis a PCR reakcidban
felszaporitott DNS szakaszt mindkét iranybol szekvenaltuk. Ez a 1épés igen fontos volt
ugyanis, az adatok elemzésekor kidertilt, hogy a vizsgalt gombak tobbségénél nem egységes
az ITS szekvencia, vagyis egy egyeden beliil tobbféle kopidban fordul el6. A mialtalunk
végzett direkt szekvendlassal konszenzus szekvencidkat kaptunk. A két irdnybol torténd
szekvenalassal azonban sikeriilt két jol elkiiloniild, egy bazis hosszisagu inzercids/delécios
kopia par (parl és par2) szekvencidjat azonositani. Igy valésziniileg nem kaptuk meg az
Osszes genomon beliil fellelhetdé ITS paralogot, de a vizsgalt gombacsoportok ITS
variabilitdsa igen nagy, ezért a konszenzus szekvencidk is jol hasznalhatok a gombatorzsek

molekularis taxondémiai azonositasahoz.

Az Ophrys scolopax vizsgalt gombai 3 kiilonb6z6 csoportba kiiloniiltek (Id. fenti
tablazat). Minden csoportbol egy szekvenciat kivalasztottunk és a BLAST program

segitségével kikerestiik a hozzajuk leghasonlobb szekvencidkat.

Thanatephorus csoport

Egy szekvencia tartozik ebbe a csoportba: 60pX18
Az elsésorban ndvénypatogénként ismert Thanatephorus nemzetség fajai is lehetnek
orchidea szimbiontak, de ebben az esetben lehet, hogy parazitaként volt jelen a disznok altal

kitart bangd gyokérben a kimutatott gomba.

Hasonl6 szekvencidk (11. tablazat):

Accession Gazdandvény Hasonlésag Besorolds (nemzetség)
number mértéke (%) &

93 Rhizoctonia solani
ABOO0OTI (Thanatephorus cucumeris)
AF354067 | Avena spp. 92 Thanatephorus cucumeris

93 Rhizoctonia solani
AB034848 (Thanatephorus cucumeris)
AF354063 (fold) 93 T haﬁatethrus cucumeris

(Rhizoctonia solani)

DQ421056 | (fold) 93 Fungi

11. tdblazat: A Thanathephorus csoportba tartoz6 gombahoz leghasonlobb szekvenciadk
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Ceratobasidium csoport

Egy Ophrys scolopax-bol és két Dactylorhiza incarnata-bdl nyert szekvencia tartozik
ebbe a csoportba: OpX9, 6DI10, 6DI10-1p.

A Ceratobasidium nemzetség sok faja orchidea szimbionta. Az altalunk kapott
szekvencia Ophrys scolopax csirandvény fixalt mintajabol szarmazik, igy izolalt gombatorzs

nem 4all rendelkezésiinkre ebbdl a csoportbol.

Hasonl6 szekvencidk (12. tablazat):

Accession Gazdandvény Hasonlésag Besorolds (nemzetség)
number (orchidea) mértéke (%)
AY634127 Epipactis palustris 99-100 Ceratobasidiaceae
AY634126 Dactylorhiza majalis 99-100 Ceratobasidiaceae
AY634119 Epipactis gigantea 99-100 Ceratobasidiaceae
AY634120 Epipactis gigantea 89-94 Ceratobasidiaceae
AB290022 92-95 Ceratobasidium sp.
AY 643803 Pterostylis nutans 90-95 Epulorhiza repens (Rhizoctonia repens)
EF176581 Pterostylis nutans 90-95 Fungi
DQ309181 Calluna vulgaris 92-96 Fungi
DQO061931 Limodorum abortivum 91-95 Russulaceae
AY 643805 Acianthus pusillus 91-95 Fungi
AJ242895 90-92 Rhizoctonia sp. (Ceratobasidium)
AJ242894 90-92 Rhizoctonia sp. (Ceratobasidium)
AB196651 (fold) 88-94 Ceratobasidium sp.
AJ419931 Pinus sylvestris 89-95 Rhizoctonia sp.
DQ028807 Pterostilidinae 90-94 Ceratobasidium sp.
AY634128 Epipactis helleborine 91-95 Ceratobasidiaceae

12. tablazat: A Ceratobasidium csoportba tartozé gombakhoz leghasonlébb
szekvenciak (aldhuzasssal az orchideafajokat jeloltiik)

Epulorhiza csoport

Hat darab szekvencia tartozott az Epulorhiza csoportba: 60pX1-1A, 60pX1-3B,
60pX1-5B, 60pX1-1pll, 60pX1-1pl2, 60pX9-1p.

Ezek a gombak biztosan az Ophrys scolopax szimbiontdi, mert csirandvénybdl és
kifejlett egyed gyokerébdl is sikeriilt kimutatni, s6t a peloton kiemeléssel izolalt gomba is
ebbe a csoportba tartozik. Gyakorlatilag mindegyik szekvencia megegyezik, s6t az ITS régiod
498. helyén levo, az ITS koépidk egy részét érintdé G bazis inzercidja is mindegyik

szekvenciaban kimutathat6 (parl, par2).
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Hasonl6 szekvencidk (13. tablazat):

Itlc:lens;l(;n Gazdanovény (orchidea) Iﬁfﬁg{?:&g) Besorolas (nemzetség)
AJ744851 Robinia pseudoacacia 79-80 Fungi
DQ421308 (talajbol) 83-84 Fungi
AJ549121 Orchis purpurea 83 Fungi
AY966884 Piperia sp. 76-77 Homobasidiomycetes
AY966883 Cypripedium fasciculatum 66-68 Homobasidiomycetes
AM181390 Orthilia secunda 54-56 Basidiomycota
AJ549122 Ophrys sphegodes 54 Fungi
AY634130 Dactylorhiza majalis 39-52 Tulasnellaceae
AJ313459 Spathaglotis plicata 60-62 Epulorhiza sp. (Il-es csoport)
AJ313458 Spathaglotis plicata 61-62 Epulorhiza sp. (Il-es csoport)
AJ313457 Spathaglotis plicata 61-62 Epulorhiza sp. (Il-es csoport)
AJ313456 Spathaglotis plicata 60-62 Epulorhiza sp. (Il-es csoport)

13. tdblazat: Az Epulorhiza csoportba tartozé gombakhoz leghasonlobb szekvencidk

Sebacinaceae csoport

Csak egy, a kontrollként haszndlt Dactylorhiza incarnata in situ csirdztatott
egyedébdl szarmazd szekvencia tartozik ebbe a csoportba: 6DI2-1p.

Lapréti orchidedk szimbionta gombaival foglalkozo vizsgalatokban ritkan izolalt
szimbionta gomba csoportnak bizonyult. Sebacinaceae taxonokat kevés helyrdl és kevés
orchidea fajbdl tudtak csak kimutatni (Illyés et al. 2006). Az ¢éléhely szimbionta gomba

gazdagsagat jellemzi ezen csoport képviseldjének felbukkanasa.

Hasonlo6 szekvencidk (14. tablazat):

Accession - . Hasonlésa Besorolas
number Gazdanovény (orchidea) mértéke (‘Vf) (nemzetség)

AM711622 | Epipactis palustris 98 Fungi
AM697891 | Dactylorhiza incarnata 94 Fungi
AJ549120 | Dactylorhiza incarnata 94 Sebacinaceae
EF445413 | Calluna vulgaris (Ericaceae) 88 Fungi
EF445402 | Vaccinium myrtillus (Ericaceae) 88 Fungi
EF619760 | (erddtalajbol) 87 Sebacinaceae
DQ352049 | Ceratostema reginaldii (Ericaceae) 89 Sebacinales
AY634132 | Epipactis palustris 82 Sebacinaceae
DQ273405 | Lithocarpus densiflorus 84 Sebacinaceae

14. tablazat: A Sebacinaceae csoportba tartozd gombahoz leghasonlobb szekvencidk
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Az alabbi ITS szekvencidk eltérésein alapuld fan (18. dbra) az Ophrys scolopax és a
Dactylorhiza incarnata vizsgalt szimbionta gombainak rokonsagi viszonyai latszanak a NCBI
Gen Bank adatbazisaban szerepld leghasonlobb szekvencidk és leghasonlobb faji szinten
meghatdrozott gombak szekvencidival, mint csoportazonositokkal kiegészitve. A fa
elkészitésekor nem volt célunk a szimbionta gombdk pontos molekularis taxonomiai
helyzetének megjelenitése, csak a korabbi vizsgédlatok sordn kapott nagyobb szimbionta

csoportokba torténd besorolds. A fat a TreeView programm segitségével készitettiik.

Marchella sp
Sebacina vermifera

60121 .
4|__ p , Sebacinaceae
Fungi Dacty-incar

Rhizoctonia repens Pternutan

[ S50px18
—l__ . Thanatephorus
Thanatephorus cucumeris

Ceratobasidiaceas Dacty-majal
GOI10
BOpxo
GDIM0Mp
Epularhiza Spath-plic

Ceratobasidium

Fungi Orch-purp
BOpS-1p parl
BOp=3-1p par2
BOpx1-1A par?
GOpK1-38 par?
BOpX1-56 par2 Epulorhiza
BOpx1-1pl2 par
BOpR1-1pl2 par2
BOpR1-1pl1 parZ
BOpx1-1A par
BOp1-38 part
BOpx1-1pl1 par
BOpx1-58 part

0.1

18. abra: Az Ophrys scolopax és a Dactylorhiza incarnata vizsgalt szimbionta gombainak az
ITS szekvencidk eltérésein alapul6 rokonsagi viszonyai
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A szekvenciaanalizis eredményei Goodyera repens szimbionta gombainal

Az avarvirag gyokerébdl Osszesen 14 darab gombatdrzset sikeriilt izolalnunk,
melyek koziil négyet molekularis modszerekkel azonositottunk. A kapott szekvencidk koziil
az ITS1 primerrel késziiltek értékelhetetlennek bizonyultak, mig azok a mintak, melyekhez az
ITS4 primert hasznaltuk, megfelelé eredményt adtak. Ezutan a BLAST illesztéprogram
segitségével kikerestem az adatbazisban talalhato leghasonlobb szekvencidkat, melyeket az
alabbi tablazatokban foglaltam Gssze.

A 7GR2-7B, 7GR3-2B illetve 7GR3-4A jelzésti gombatdrzsekbdl szarmazod
szekvencidkhoz az adatbéazisban taldlt leghasonlébbak (15. tablazat). A szekvencidk a

szerzOnél elérhetdek, nemzetkdzi adatbazisban valé elhelyezésiik folyamatban van.

Snumbey | Guadandveny rchiden) | SRR UK
AB290020 97 Ceratobasidiaceae
AM231389 | (hervadt ndvényi anyagbol) 96 Fungi

AY805606 | Picea abies 96 Ceratobasidiaceae
AB290022 94 Ceratobasidiaceae
AM697956 | Gymnadenia conopsea 94 Fungi

AY 634127 | Epipactis palustris 94 Ceratobasidiaceae

15. tablazat: A 7GR2-7B, 7GR3-2B illetve 7GR3-4A (tisztitas utan azonosnak bizonyult)
szekvenciakhoz az adatbazisban talalt leghasonlobb szekvencidk

A 7GR2-4B jelzésti gombat6rzs morfologiailag is elkiiloniilt a masik harom vizsgalt
torzstol, amit a szekvencia analizis is megerdsitett. Az ehhez a torzshoz leghasonlobb gombak

szekvenciait az aldbbi tdblazat tartalmazza (16. tablazat):

Accession Gazdanovény Hasonlésag Besorolss (nemzetség)
number (orchidea) mértéke(%)

EU622272 97 Hypholoma appendiculatum

AY461832 96 Coprinellus micaceus

AM902093 | (hazi porbol) 93 Basidiomycota

AB176577 | Epipogium roseum 92 Basidiomycota

AY461815 92 Coprinellus radians

AY461818 91 Coprinellus radians

EU168106 90 Coprinellus xanthothrix

16. tablazat: A 7GR2-4B gombatdrzshoz leghasonlobb szekvencidk
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Ertékelés

Csirazasi eredmények értékelése Ophrys scolopax-nal

In situ csiraztatasi kisérletek értékelése

A terepi csirdztatasi kisérletiinkben 0sszesen 20 db, diakerettel merevitett, magokat
tartalmazo halot helyeztiink ki az ¢él6helyre, melyek koziil kettdben meg is indult a magok
csirdzasa. A két, protokormokat tartalmazé diakeret az éldhely két kiilonbdzd pontjarol
szarmazott, azonban igyekeztlink gy megvalasztani a két helyszint, hogy a magok kozel
azonos kornyezeti feltételek kozé keriiljenek. Mindkét ponton a keretek egy méteres
korzetében volt egy-egy kifejlett Ophrys scolopax novény, és mindkét hely azonos,
viszonylag szarazabb teriileten helyezkedett el. A kihelyezett magok alacsony csirdzasi
szazalékat a kedvezdtlen, szdraz iddjarasi koriilmények okozhattédk, valamint az a tény, hogy a
szimbionta gombak hifai altalaban igen kis todmegben fordulnak eld a talajban és csak az €16
orchidea tovek kornyékén dusulnak fel egyes esetekben (Rasmussen 1993; Illyés et al. 2007).
Emiatt a mag ¢és a gombahifa egymasra taldldsa természetes koriilmények kozott ritka
jelenség. A szlrdpapir csirdzast serkentd hatasat, mely az orchidea szimbionta gombak
cellulaz aktivitasan alapul, nem sikeriilt kimutatnunk, mivel a két, csiranovényt tartalmazo
halo koziil az egyik nem tartalmazott szlirépapirt. A begytijttt protokormokbdl izolaltunk és
molekularis modszerekkel azonositottunk szarvas bangd szimbionta gombapartnereket. Ezek
koziil a legnagyobb szamban eldkerild Epulorhiza csoportbol egy torzset a késobbi,
laboratériumi  koriilmények kozott torténd szimbiotikus csiraztatasi kisérleteink soran
sikeresen fel tudtunk hasznalni a csirdzasi szadzalékok javitasara. Ezen kiviil az egyik, terepen
csirdzott protokormot egészen zold levelekkel €s raktaroz6 gumoval is rendelkezd allapotig

sikeriilt nevelniink (19. abra).
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19. abra: In situ csirdzott protokormbol laboratériumi koriilmények kozott nevelt Ophrys
scolopax magonc. A képen a ndvény gumojaba visszahtuzodott allapotban lathato.

Laboratoriumi csiraztatasi kisérletek értékelése

A hidegkezelésen atesett kultarak kozott a fert6zodési arany feltlinben nagy, tobb
mint 50 %-os volt, akar kinyilt magtokbol, akéar z6ld tokbol szdrmazd magokrol volt sz6. Ez
tobb dologra is enged kovetkeztetni. Egyrészt arra, hogy az altalunk hasznalt fertdtlenitési
eljarasok nem voltak 100 %-os hatékonysaguak, masrészt arra, hogy a +4°C-os hidegkezelés
esetleg kedvezden hathat a fert6zodést okozd gombak és baktériumok ¢€letciklusara. Azonban
nem szabad kizarnunk a kedvezdtlenebb tarolasi koriilményekbdl ad6dd nagyobb fertdzddési
aranyt sem.

A végig szobahdémérsékleten tartott magokndl a csirdzas a vetés utani 24. héten
indult meg, majd a 32. hétig lassu emelkedést mutatott. Az ezutan tapasztalt hirtelen
novekedés példaul a felhasznalt magkeverék heterogenitdsaval magyarazhatd. Mivel nem
egyetlen ndovény magjait hasznaltuk fel, igy eléfordulhat, hogy a magokat szolgaltatd
allomanyban kétféle csirazasi idejii magtipus terjedt el. A magok heterogenitasara Malmgren
(1992) is felhivja a figyelmet. A sterilizacids eljaras soran ugyanis megfigyelte, hogy
bizonyos magvak felisznak a folyadék felszinére, mig masok lesiillyednek. Ez a magokat

boritd testa eltérd szerkezetére utalhat. Ennek a bels6 maghartydnak a keménysége,
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atjarhatosadga fajonként kiillonbozo, s6t egyazon fajon beliil is valtozhat. Ezért hozhatnak
eltérd csirazasi eredményeket az egy vetésbol szarmazd magvak.

A hidegkezelésen atesett magoknal a hideghatds a csirdzast megel6zé nyugalmi
allapotot megnyujtotta, igy azok az elézetes varakozasoknak megfelelden, két honapos
késéssel csiraztak ki a kontrollhoz képest. A hideghatas csirdzasndveld hatdsa, melyet szamos
szerz0 (Szendrdk 1997; Malmgren 1992) leir, nem volt kimutathato, mert a hidegkezelés
befejezését kovetd 32. héten mért csirdzds nem haladta meg a nem hidegkezeltek 32. héten
mért csirdzasat.

Sokak szerint a félérett magok a legalkalmasabbak a csirdztatasi kisérletekhez, mivel
a legfobb csirazasgatlo réteg, a testa, ekkor még atjarhatobb a viz szdmara (Lucke 1981). A
mi esetiinkben azonban ezt nem sikeriilt igazolnunk, ugyanis a zold tokbdl vetett magok
kozott csirdzas egyetlen esetben sem volt megfigyelhetd. Valdsziniileg az altalunk végzett
beporzas ¢és maggyljtés kozt természetes Uton bekovetkezett megtermékenyités
eredményeként 1étrejott magok embridi még tul fejletlenek voltak.

A szarvas bangoval végzett szimbiotikus csirdztatasi kisérletek sordan a magok a
gomba jelenlététdl fiiggetleniil minden tenyészetben kicsirdztak. Azokndl a Petri csészéknél
azonban, melyeknél a szimbionta gombat is a taptalajra oltottuk, az atlagos csirazasi szazalék
joval magasabb volt a kontroll csoporténdl, ezen kiviil az ilyen kultirdkban nagyobb méretii
¢s magasabb fejlettségi allapotot elért protokormokat taldltunk. A mikorrhiza gombanak a
csirdzasra gyakorolt pozitiv hatdsdt Bonnardeaux és munkatarsai (2007) is leirtdk. Az 6
kisérleteikben a felhasznalt négy terresztris orchideafaj magvai mind nagymértéki és gyors
csirdzast produkaltak a kiilonbozé szimbionta gombak jelenlétében, ami vélhetéen a gomba
magkopenyt emésztd hatdsabol adodott. A megfigyeléseik soran azonban leveles allapotig
csak azok a protokormok tudtak eljutni, melyek a sajat, kompatibilis gombafajukkal képeztek
hosszutavu kapcsolatot.

Feltételezésiink szerint az altalunk in situ csirdzott protokormbol és gyokerekbdl is
izolalt Epulorhiza szerii gomba a kompatibilis gombapartnere lehet a szarvas bangonak. Ezt
nem csak az tdmasztja ald, hogy protokormbdl is ezt a gombacsoportot mutattuk ki, hanem
leveles, gumodt képzoé allapotig jutott el az egyik csirandvényiink a gombaval egyiitt

nevelkedve (1d. in situ csirazasi kisérletek).
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Csirazasi eredmények értékelése Goodyera repens-nél

A magok csirdzasa mar a vetés utani 15. héten megindult, mindkét taptalaj esetén.
Az étlagos csirdzasi szazalékok ezutan egy telitési gorbe mentén folyamatosan emelkedtek.
Az 1 pM benzilaminopurint tartalmaz6 taptalajon mar a legelsé mérés alkalmaval
alacsonyabb csirdzast tapasztaltunk, és ez az ardny végig megmaradt a kontroll csoporthoz
képest. Ez latszolag ellentmond Steele (1995) kozlésének, miszerint a taptalajban levd
citokinin elengedhetetlen az érett magok kicsirazasahoz. Nem szabad azonban elfelejteniink,
hogy a taptalajokhoz adott anandszI¢ is tartalmazhatott bizonyos mennyiségli citokinin hatasa
vegyiiletet, igy lehetséges, hogy egyiittesen mar til nagy mennyiség kertilt a talajba ebbdl a
hormonbol. Ez viszont a legtobb esetben a csirdzas gatlasat eredményezi (Stewart 2006;
Tomita 2002). A benzilaminopurin csirdzast hatraltaté hatdsa a protokormok fejlettségi
allapotaiban is nyomon kovethetd. A BAP-ot nem tartalmazo taptalaj esetén a csirandvények
dontd tobbsége a 29. héten torténd szdmlalas alkalmaval a leveleket is hozo 3-as stddiumban
volt, mig a BAP jelenlétében ndvekvd protokormok legnagyobb része (44,1 %-a) csak a kettes
novekedési stadiumig jutott, vagyis mintegy le voltak maradva a kontroll csoporthoz képest.

Bar a lassu csirazasok miatt a novények tovabbnevelése nem képezte a dolgozat
témajat, de eldzetes eredmények mdar sziilettek a jovObeni ndvényneveléshez. Az
aszimbiotikusan nevelt G. repens novények eldszor egy taptalaj felszinén futéd leveles hajtast
képeznek, melyek fényre rakva megzoldiilnek, tovabbi leveleket hoznak és a mi esetiinkben
az elsd gyokér a vetést kovetd 78. héten (1,5 év!) alakult csak ki (20. kép). A tobbi orchidea
csoportndl, pl. Ophrys-nal is hormonmentes taptalajon a zold leveles staddiumot kozvetleniil

koveti a gyokérképzodes.
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20. kép: 78 hetes Goodyera repens magonc. A kép bal oldalan a fejlodé gyokérkezdemény
lathato.

A szimbionta gombak azonositasanak értékelése Ophrys scolopax-nal

Az Ophrys scolopax vizsgalt gombai 3 kiilonb6zé csoportba kiiloniiltek el a
szekvencia analizisek alapjan. A Thanatephorus nemzetség tagjai kozé elsdsorban
ndvénypatogénként ismert gombak tartoznak (pl. Thanatephorus cucumeris) de
el6fordulhatnak a gazdandvénnyel szimbionta kapcsolatban allo fajok is. A mi esetiinkben,
mivel vaddisznok altal kitart egyedekbdl szarmaztak a mintaink, igy a névényi szovetek
sériilése és kiszaradasa miatt valoszinlileg az eldbbirdl volt sz6. A Ceratobasidium nemzetség
gyakori orchidea szimbionta csoport, szamos orchidea faj gyokerébdl izolaltdk mar Oket
(Bidartondo et al. 2004), ezért az izolalt gombaink kozott vald eléfordulasuk varhato volt. A
szarvas bango legjellemzObb mikorrhiza-képzd gombai azonban az Epulorhiza szer
csoportba tartoznak. Ezeket a gombakat sikeriilt a kifejlett novény gyokerébdl és
protokormokbol is kimutatni, s6t a peloton kiemelés soran is ezt a nemzetséget azonositottuk,
ami egyértelmiien bizonyitja a gombacsoport szimbionta voltat. Gyakorlatilag mindegyik
altalunk kapott szekvencia azonos, sét az ITS régid 498. helyén levd inzercio is mindegyik

szekvencidban kimutathatd (parl, par2). Egy gombafajrol van tehat sz6, amihez hasonlo
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szekvencia még nincs a nemzetkdzi génbankban. A korabbi hazai orchidea szimbionta
vizsgalatok ilyen tipusii gombakat szaraz, vagy iddszakosan kiszarad6 és bolygatott
¢l6helyekrd]l mutattak ki az aldbbi orchidea fajokbol: Orchis militaris, Epipactis palustris,
Ophrys sphegodes, Orchis purpurea, Cypripedium calceolus, Dactylorhiza incarnata
(Ouanphanivanh, Illyés 2006). Az altalunk vizsgalt kunpeszéri Ophrys scolopax leléhelyen
készitett conologiai felvétel ndvényfajainak fitoindikacios elemzésével (WB = relativ talajviz,
talajnedvesség igény) kimutathatd az éldhely valtozo vizallapota (Horvath et al. 1995). Hidba
nagy boritast a Molinia coerulea, ami a kornyez6 lapréteken is dominal és tide él6helyet jelol
(WB: 7 = nedvességjelzd ndvény, a jol atszellozott, nem vizenyds talajok novénye), de
kifejezetten szarazsagtiird (WB: 2-3) fajok is eléfordulnak a felvételben: Linum austriacum,
Festuca pseudovina, Campanula sybirica, Ononis spinosa. Vagyis a mi vizsgalatainkban is

iddszakosan kiszarado ¢l6helyrdl sikeriilt az Epulorhiza szeri gombakat kimutatni.

A szimbionta gombak azonositasanak értékelése Goodyera repens-nél

Az avarvirdg szimbionta gombait korabbi miivekben foként morfoldgiai alapon
vizsgaltdk ¢és legtobbszor Ceratobasidium-ként azonositottdk Oket (Alexander 1982;
Alexander, Hadley 1983; Mollison 1943; Purves, Hadley 1976). Ezen gombak molekularis
alapon torténé meghatarozasa mindezidaig nem tortént meg, legalabbis a nemzetkdzi NCBI
adatbazisban (www.ncbi.nlm.nih.gov/) Goodyera repens-bdl szarmaz6é gombak szekvenciai
nem talalhatok. Ezért vizsgalataink sordn f6 célunk az altalunk izolalt gombak ITS alapon
torténd meghatarozasa, illetve tiszta szimbionta-tdrzsként valé fenntartdsa volt, melyeket a
késébbi szimbiotikus csirdztatasi kisérleteink soran fel tudunk hasznalni.

A molekularis alapon torténd azonositds eredményeként a négy vizsgalt
gombatorzsiinkbdl az egyik a tintagombak (Psathyrellaceae, Agaricales) rokonsagi korébe
tartozhat, mivel nagyfokt hasonldsagot ezen gombakbol szarmazo ITS szekvencidkkal mutat.
A Coprinus nemzetség egyes fajait egy klorofill nélkiili orchidea, az Epipogium roseum
gyokerér6l mint orchidea mikorrhiza azonositottdk (Yamato et al. 2005), igy nem
elképzelhetetlen, hogy a mi esetiinkben is szimbionta gombaként volt jelen a vizsgalt

gombatorzs.
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A masik harom torzsbdl szdrmazd szekvencia a tisztitds utdn teljesen azonosnak
adoédott, habar a gombak két kiilonb6z6 ndvény kiilonb6z6 gyokérszegmenseibdl lettek
kitenyésztve. A harom torzsr6l az azonositds utan kideriilt, hogy Ceratobasidium
nemzetségébe tartoznak. Ez egybevag a kordbbi morfologiai alapon torténd azonositasok

eredményeivel.
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Osszefoglalas

A hazénkban ¢l6 mérsékelt 6vi orchidea-ritkasdgok aktiv védelemre szorulnak,
részben ¢ldhelyeik besziikiilése, részben sajatos okologiai és szaporoddsbioldgiai igényeik
miatt. A Magyarorszadgrol nemrégiben eltiint avarvirdg (Goodyera repens (L.) R. Br.) és a
fokozottan védett szarvas bangd (Ophrys scolopax Cavan.) ex situ (€l6helyen kiviili)
kultarainak létrehozasa dontd fontossagl lehet az adott faj visszatelepitésének, illetve a hazai
alloményok megerdsitésének szempontjabol. Az orchidedk generativ szaporitasat kétféle
modon végezhetjiik el. Az aszimbiotikus kulturak létrehozésakor a ndvényt a szimbionta
gomba felhasznaldsa nélkiil neveljiik, mig szimbiotikus ndvényneveléskor a csirdz6 orchidea
¢s a mikorrhiza gomba koz0s tenyészetbe keriil. Az ¢éldhelyre valo visszatelepités
szempontjabol a szimbiotikus nevelés bizonyult eldnydsebbnek, mivel tapasztalatok szerint
ekkor tobb novény marad életben a kiiiltetés utdn. Az aszimbiotikus csiraztatasi
kisérleteinkben a magok sterilizdlasdnak koriilményeit, a taptalajok, a hidegkezelés, valamint
a citokinin hatasat vizsgaltuk a magok csirazasara. A vizsgalt két orchideafaj szamara a
felhasznalt aszimbiotikus taptalajok megfelelonek bizonyultak, mivel a magok az alkalmazott
talajok mindegyikén magas csirazési szazalékokat produkaltak. A hidegkezelés megnytjtotta
a nyugalmi periodust, de a csirdzasi szézalékot nem emelte meg, ezen kiviil a kultarak
fertdzédése szempontjabol is hatranyosnak bizonyult. A citokinin 1 puM-os koncentracidoban
gatolta a csirdzast és a protokormok fejlodését. A szimbiotikus taptalajon levé magvaknal a
csirdzds késobb kovetkezett be, de a gomba raoltasat kovetden felgyorsult, és joval
meghaladta az aszimbiotikus kultarakét. A ndvények szimbionta gombatorzseit PCR
technikédn alapul6 szekvencia analizissel azonositottam, melyben az ITS régiot vizsgaltam. Az
¢léhelyen végzett in situ csiraztatasi kisérleteink is eredményesnek bizonyultak. Az ilyen
modon fejlédésnek indult protokormbol ugyanis egy raktdrozd gumot és fotoszintetizald
leveleket fejlesztdé ndvényt tudtunk nevelni, mig a beldle izoldlt szimbionta gomba

nagymértékben segitette a laboratoriumi csiraztatasi kisérleteket.
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Fiiggelék

1. fiiggelék

Az Ophrys scolopax csiraztatasanak és gyiijtésének helyszinén végzett conologiai felvétel
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1. fiiggelék

N 47,11639
GPS 007 (WGS 84) E 19.260639
felvételezés ideje 2006. julius 28.
boritas 100%
| magassag 30-55 cm
fajszam 43
latin név boritas (%)
Achillea asplenifolia 5
Allium angulosum +
Briza media 15
Campanula sibirica +
Carex flacca 10
Carex panicea 6
Carlina vulgaris +
Centaurea jacea +
Centaurea sadleriana +
Dactylis glomerata 2
Daucus carota +
Equisetum palustre 5
Euphorbia villosa 1
Euphrasia tatorica +
Festuca pratensis 2
Festuca pseudovina 3
Filipendula vulgaris 1
Frangula alnus juv. +
Galium verum 2
Holoschoenus romanus +
Iris spuria 5
Juncus articulatus +
Knautia arvensis +
Koeleria javorkae +
Leontodon hispidus +
Linum austriacum +
Linum catharticum +
Lotus corniculatus 0,5
Lotus siliquosus +
Lythrum salicaria 1
Molinia coerulea 50
Ononis spinosa 3
Ophrys scolopax 1
Phragmites australis 2
Plantago media 1
Poa cf. trivialis +
Potentilla erecta +
Ranunculus acris +
Sanguisorba officinalis 1
Schoenus nigricans 10
Serratula tinctoria 3

Succisa pratensis

Thesium sp.
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