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Bevezetés 
 

 

A napjainkban ismert orchideafajok száma meghaladja a huszonötezret, és ezzel a 

kosborfélék a virágos növények legnagyobb fajszámú családját képezik. Az orchideák fiatal 

növénycsoportnak számítanak, a legősibb ismert fosszilis kosborféle mintegy 15 millió évvel 

ezelőtt élt. A család képviselői főként a trópusi és szubtrópusi esőerdőkben élnek, ezek 

jobbára epifiton életmódot folytatnak. A mérsékelt övben honos valamennyi kosborféle évelő 

és talajlakó. Európában jelenleg 36 nemzetség közel 200 faja található, leginkább a 

mediterrán éghajlatú területeken, észak felé haladva a számuk folyamatosan csökken. A 

növények a legkülönbözőbb környezeti feltételek között élnek, azonban minden fajnak 

megvan a talajjal, hőmérséklettel, nedvességgel, stb. szembeni igénye. A kosborfélék 

általában ún. szűk ökológiai tűrésű növények, melyek termőhelyük fényviszonyainak, víz és 

tápanyag-ellátottságának, kémhatásának megváltozására érzékenyen reagálnak. Ezért az 

ezeket a környezeti jellemzőket módosító civilizációs hatások legtöbbször kiveszésükhöz 

vezetnek. Az orchideák védelmét csökkenő életterük mellett bonyolult, specializált 

szaporodási ciklusuk és a legtöbb mérsékeltövi faj mesterséges körülmények között nehezen 

megoldható szaporítása teszi szükségessé. Ezért megóvásuk érdekében az élőhelyek 

természetes állapotukban való megtartása mellett fontos szerephez jut az aktív védelem is: az 

ex situ és in situ szaporítás, valamint az így kapott növények eredeti termőhelyre való 

visszatelepítése egyaránt hozzájárulhat ezen veszélyeztetett fajok fennmaradásához.  

Az általunk vizsgált két orchideafaj a lápréteken is élő szarvas bangó, valamint a 

hegyvidékeken előforduló avarvirág. Az avarvirág szaporítását és vizsgálatát a hazai 

társulásokból való eltűnése tette indokolttá. A fokozottan védett szarvas bangóra a Turján-

vidéken élő viszonylag nagy hazai állománya, valamint az in situ csíráztatás szempontjából 

fontos, nedves élőhelyen való előfordulása miatt esett a választásunk.
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Irodalmi áttekintés 
 

A szarvas bangó (Ophrys scolopax Cavan.) 
 

Az Ophrys scolopax (1. ábra) több alfajjal rendelkező, a Mediterráneumban eléggé 

elterjedt gyűjtőfaj, mely hazánkban éri el elterjedésének a legészakibb pontját. 

Inkább mészkedvelő faj, pusztafüves lejtőkön, 

száraz tölgyesek és bokorerdők szélein és tisztásain, 

mocsárrétek és homoki rétek kontaktzónájában, valamint 

szikes réteken él. Veszélyeztetett állományai nálunk a 

Budai-hegységben a Remete-hegyen, a Mecsekben a 

Tubica-oldalon, a Szentkúti-völgyben és a Misina-

Tubesen, a Villányi-hegységhez tartozó Csukma-hegyen 

és a Turjánvidék homoki- és láprétein élnek (2. ábra) 

(Vojtkó 1999).  

A növény 20-50 cm magas. Hosszúkás-tojásdad, 

vagy lándzsás levelei lekerekített csúcsúak. A faj áttelelő 

képlete a földalatti, gömbölyded ikergumó. A két gumó 

közül az egyik az ún. leánygumó, amely a virágzáskor 

tömör, tápanyagokkal teli. Ebben a jövő évi virágzáshoz 

szükséges tápanyagok vannak felhalmozva. A másik az 

ún. anyagumó, amelyből a növény már felhasználta a 

tápanyagokat az azévi virágzat kineveléséhez, éppen ezért 

ez ráncos, petyhüdt kinézetű. 

 

 

1. ábra: Ophrys scolopax egyedek 
a kunpeszéri populációban (Illyés Zoltán felvétele) 

 

A szarvas bangó laza fürtvirágzatát 5-10 virág alkotja. Három külső és két, lapított 

vagy hengeres belső lepellevele sötét, vagy világos rózsaszín, ritkán fehér. A mézajak 

sötétbarna, bársonyos szőrzetű, rajta barnás vagy kékes, szabálytalan alakú, kopasz rajzolat 

van. A mézajak tövén két kihegyezett, hosszan előrenyúló (3-8 mm) „szarvacska”, csúcsán 

pedig egy előregörbült, apró, sárgásbarna függelék található (Molnár 1999). 
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Virágzása májustól júniusig tart. A megporzás hártyásszárnyú rovarok segítségével 

történik. A bangó virága a pollinátor rovarok nőstényeit utánozza, ezen kívül olyan 

csalogatóanyagokat is termel, amelyek a nőstény egyedek által kibocsátott kémiai 

szignálokhoz hasonlók. Az ekként odavonzott hím rovarokra ráragad a nyálkaanyag révén 

összetapadt virágpor (pollínium). Amikor a rovar a következő bangó-virágot meglátogatja, a 

ragadós bibefelülettel érintkező pollíniumról virágporszemek százait tartalmazó darabkák 

válnak le, és elvégzik a megporzást.  

 
2. ábra: A szarvas bangó hazai előfordulása (Vojtkó 1999) 

 

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

 

Az avarvirág (3. ábra) cirkumpoláris elterjedésű faj. 

Európában és Elő-Ázsiában a boreálistól a szubmediterrán 

övig terjedt, ritka az óceáni Nyugat-Európában. Elsősorban a 

magasabb hegyvidékek fenyveseire jellemző, épp ezért 

nálunk mindig is ritka volt. Inkább mészkerülő, 

erdeifenyvesekben, lucosokban vagy fenyőelegyes 

lomberdőkben él, néha telepített fenyvesekben is megjelenik. 

A hazai előfordulását tekintve (4. ábra) bizonytalan adatok 

vannak a Vértesből (Csákvár), a Bakonyból (Fenyőfő), a 

Kőszegi-hegységből és a Vasi-dombvidékről (Molnár 1999 

alapján). 

3. ábra: Goodyera repens  

 

Utolsó biztos magyarországi előfordulása az Őrségi Nemzeti Park területén levő 

populációi voltak, melyek azonban mára kétségessé váltak, vagy már meg is szűntek. Őrségi 
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előfordulásai (Király et al. 2002 alapján): Kondorfa-Rábagyarmat-Zsida, Háromház-Farkasfa 

(Horvát 1944), Kétvölgytől északra egy helyen (Tímár 1994), a Vendvidéken az 

Apátistvánfalva és Orfalu között húzódó lapos hátság középső részén, bükkel és kocsánytalan 

tölggyel elegyes nudum erdeifenyvesben egy tő 

(Király, Király 1998a, 1998b) valamint Szakonyfalu 

közelében találtak 3 virágzó tövet (Bodonczi 1999). 

 

 

 

 

4. ábra: Az avarvirág hazai előfordulása (Molnár 1999) 

 

Az avarvirág 6-25 cm magas növény. Tudományos és régi magyar nevét (gyökerező 

tokafék) arról az orchideák körében meglehetősen ritka jelenségről kapta, hogy képes 

legyökerező indákat fejleszteni. Kúszó indáival gyakran kisebb-nagyobb telepeket alkot, 

melyből több virágzó hajtás is fejlődhet. A 3-4 fellevelet viselő szárának alsó része kopasz, 

felül viszont sűrűn mirigyes-szőrös. A sötétzöld levelek 1,5-3,5 cm hosszúak, tojásdadok. 

Laza, nyúlánk füzérvirágzatát 5-15, apró (4-5 mm-es) fehér vagy krémszínű, 

mirigyszőrös virág alkotja. A virágok 2,5-4 mm-es mézajka ép szélű. Júniustól augusztusig 

virágzik, a legtöbb orchideához hasonlóan rovarporozta növény (Molnár 1999). 
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Az orchidea típusú mikorrhiza 
 

Az orchideák életük egy jelentős részében szimbionta gombapartnereikre vannak 

utalva. Ez már az egészen korai életszakaszukban is megfigyelhető. Magjaik ugyanis 

rendkívül aprók (0,3-14 µg), fejletlenek és igen nagy számban termelődnek. Alakjuk a 

legtöbb mérsékeltövi orchidea esetében hosszúkás. Felépítésüket tekintve is egységesek. A 

legkülső burok az ún. testa, ezen belül található a víz számára átjárhatatlan burokkal 

körbevett, gömb alakú embrió. 

Ezek a kisméretű magvak olyan kevés raktározott tápanyagot tartalmaznak (Arditti et 

al. 1979), hogy az nem képes fedezni a fotoszintézis megindulásáig bekövetkező 

differenciálódás energiaigényét. A csírázás megindulása többnyire a gomba jelenléte nélkül is 

végbemegy. A képződő differenciálatlan sejtekből álló élőtelep az ún. protokorm, melynek a 

további fejlődéshez természetes körülmények között elengedhetetlenül szüksége van a 

mikorrhiza gombákra. A gombahifák az előtelep gyökérszerű képződményein (rhizoidjain) 

keresztül lépnek be a növénybe (Rasmussen et al. 1990) és annak bizonyos sejtjeiben 

szétterjednek. Az orchideák tehát egyedfejlődésüknek már ebben a korai szakaszában obligát 

módon rá vannak utalva a szimbionta gombapartnereik által biztosított tápanyagokra (Bratek 

et al. 2001). 

A gombapartnertől való függés később a már fotoszintetizáló növényeknél is 

megmarad, a kapcsolat azonban fakultatívvá válik. Ez alól csak azok a zöld pigmentjeiket is 

elvesztett, heterotróf fajok képeznek kivételt, melyek szaprofiton életmódot folytatva egész 

életük során a gomba segítségével szerzik meg tápanyagaikat (Neottia nidus-avis, Limodorum 

abortivum). 

Az epifiton életmódot folytató fajok gyökerében a mikorrizáltsági fok alacsonyabb, 

és az aljzattal érintkező területekre korlátozódnak. Ezzel szemben a terresztris orchideák 

gyökerei megvastagodottak, gyökérszőr alig található rajtuk, így a felszívófelületet a 

szimbiózisban levő gomba micéliumai adják. 

Az orchideáknál előforduló mikorrhiza endomikorrhiza, mivel a gomba kizárólag a 

csíranövény és a kifejlett orchideagyökér kéregsejtjeinek a belsejében hozza létre mikorrhiza 

képletét. Ez a feltekeredő hifa-gombolyag az ún. peloton. A gyökérsejt plazmamembránja és a 

bejutó hifák között csak egy vékony szénhidrátréteg található. A peloton nem állandó 

képződmény, néhány nap után a hifák degradálódnak és a peloton eltűnik a sejtből. Ebben 

valószínűleg a gazdasejt hifával szembeni védekező reakciójának is szerepe van. 



 8

A gomba és a növény közti kapcsolat specifikusságát illetően megoszlanak a 

vélemények. Egyaránt születtek szűk (McCormick et al. 2004) illetve tág mikorrhiza 

diverzitásra utaló eredmények is. A legújabb kutatások szerint nincs szoros fajspecifitás a 

talajlakó orchideák többsége és szimbionta gombáik között. Azonban kivételek is akadnak. 

Terepi vizsgálatok alapján valószínűnek tűnik, hogy a fotoszintetizáló képességüket vesztett 

terresztris orchideák specifikus kapcsolatban állnak szimbiontáikkal (Taylor, Bruns 1999). A 

kapcsolat valószínűleg a növény egyedfejlődése folyamán is változik, a különböző korú 

orchideaegyedek számára más és más gombák lehetnek az ideális szimbionta partnerek 

(Rasmussen 2002). 

A többi mikorrhiza-típussal ellentétben az orchidea-mikorrhizánál sokáig csak a 

gombából a növény felé történő tápanyagtranszportot sikerült kimutatni (Alexander, Hadley 

1985) Ez tulajdonképpen azt jelentené, hogy a növény parazitálja a vele kapcsolatba kerülő 

gombát. A legújabb, radioaktív izotópokkal végzett kutatások szerint azonban van a növény 

felől a gombába irányuló szén-transzport is, ami a kapcsolat mutualisztikus jellegére enged 

következtetni (Cameron et al. 2006). 
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A szimbionta gombapartner rendszertana 
 

Az orchideák gombapatnerei bazídiumos gombák, de ezen belül rendszertanilag 

egymástól távol elhelyezkedő nemzetségek fajai. Rendszerezésüket az orchideaszövetekből 

való nehézkes izolálásuk és kevés differenciális morfológiai tulajdonságuk nehezíti. A fajok 

nagy része termőtestet nem képez, bazídiumot is csak ritkán figyelhetünk meg rajtuk, ami 

pedig a pontos azonosításokhoz elengedhetetlen lenne. Az orchidea-szimbionták többsége az 

egyes élőhelyek lebontó (szaprotróf) szervezetei közül kerül ki, de lehetnek fákkal 

ektomikorriza kapcsolatban álló fajok, sőt más növények parazita-gombái is. 

A morfológiai alapon történő rendszerezés szerint az orchidea-szimbionták többsége 

a Rhizoctonia forma-genusba (Mycelia sterilia) tartozik. A formanemzetség jellegzetességei: 

a fiatal hifák áttetszők, oldalágaik hegyesszögben erednek, míg az idősödő hifák 

megbarnulnak, elágazódásuk szöge megnő. A hifák átalakulhatnak vékony falú, sárgás-barnás 

moniliform sejtekké, melyek kétféle kitartóképletté alakulhatnak tovább. 

Szétdarabolódásukkal klamidiospórák keletkeznek, míg osztódásukkal mikroszkleróciumot 

hoznak létre (Bratek et al. 2001). A leggyakoribb ivartalan (anamorf) nemzetségek közé 

tartozik az Epulorhiza, a Ceratorhiza és a Moniliopsis. 

Kedvezőtlen körülmények között képezhetnek ivaros hifákat is, így sikerült 

azonosítani néhány ivaros (teleomorf) nemzetséget: a Ceratorhiza nemzetség teleomorf 

megfelelője a Ceratobasidium, a Moniliopsis-é a Thanatephorus, az Epulorhiza megfelelői 

pedig a Tulasnella és a Sebacina (1. táblázat). Az Epulorhiza nemzetségen belül a Sebacina-k 

mellett két alcsoportot lehet elkülöníteni trópusi orchideákból származó izolátumok alapján 

(Ma et al. 2003), melyeket Epulorhiza I. és Epulorhiza II. csoportként említenek. Az 

Epulorhiza I. csoport ivaros megfelelői a Tulasnella-k, míg az Epulorhiza II. csoport 

megfelelőit még nem sikerült azonosítani. 

 

 
 
 
 
 
 

 
1. táblázat: Az orchidea szimbionták anamorf nemzetségeinek megfelelő teleomorf 

elnevezések (Bratek et al. 2001 alapján) 
 

anamorf (ivartalan) nemzetségek teleomof (ivaros) nemzetségek 

Ceratorhiza Ceratobasidium 

Moniliopsis Thanatephorus 

Epulorhiza Tulasnella ill. Sebacina 
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Az utóbbi évtizedekben a hagyományos, morfológiai alapon történő rendszerezés 

mellett megjelent a molekuláris azonosításon alapuló rendszerezés lehetősége is.  

A molekuláris azonosítás alapját egy adott gén adott szakaszának összehasonlító 

vizsgálata adhatja. Ehhez egy olyan génre van szükségünk, amely a különböző taxonokban 

ugyanazt a szerepet tölti be és evolúciós sebessége is közel azonos. Ennek a követelménynek 

leginkább az rRNS-eket kódoló gének felelnek meg (Mitchell et al. 1995). 

A gombákban (hasonlóan más eukariótákhoz) az rRNS gének szerveződése 

jellegzetes képet mutat. (5. ábra) 

 

 
5. ábra: Az rRNS gének szerveződése gombákban és az alkalmazott primerek kötési helyei 

 

A transzkripció során az rRNS génekről egyetlen nagy RNS molekula íródik át, 

amely a gének közötti nem kódoló régiók másolatát is tartalmazza. Ezek a nem kódoló régiók 

az ún. ITS (internal transcribed spacer) szakaszok, melyek az rRNS érése során kivágódnak. 

Ebből kifolyólag az ITS szakaszok szekvenciája sokkal kevésbé konzervatív, mint az általuk 

elválasztott DNS-szakaszoké. Ez a nagy mértékű variabilitás teszi lehetővé a segítségükkel 

történő faj-, illetve nemzetségszintű azonosítást (Bruns et al. 1991). 
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Orchideák aszimbiotikus nevelése 
 

Az orchideák kisméretű és tartaléktápanyagot alig tartalmazó magjaik miatt a fiatal 

növénykék heterotrófok és természetes körülmények között mikorrhizafertőzésre van 

szükségük, hogy a differenciálatlan protokorm stádiumból továbbfejlődjenek. Laboratóriumi 

körülmények között lehetőségünk van a gomba nélküli továbbnevelésre is, amennyiben 

biztosítani tudjuk a csíranövényeknek a megfelelő tápanyagokat. A növekedésük, fejlődésük 

biztosításához szükségük van külső szénforrásra, felvehető állapotban levő nitrogénre, 

foszforra, valamint egyéb makro- és mikroelemekre, ezen kívül jótékony hatással bír néhány 

vitamin és hormon is. Az aszimbiotikus táptalajreceptek sora igen hosszú. A legegyszerűbbek 

néhány ásványi só és cukor keverékéből állnak, míg vannak igen bonyolult, sokkomponensű, 

hormonokat tartalmazó táptalajok is.  

A szénforrások közül a legmegfelelőbb valamilyen egyszerű cukor (glükóz, vagy 

fruktóz) illetve a szacharóz. Az ezzel foglalkozó kutatások kiderítették, hogy a keményítő, és 

egyéb oldhatatlan poliszacharidok nem felhasználható energiaforrások a szimbionta gombák 

nélkül. 

A nitrogénforrások minőségéről megoszlanak a vélemények. Vannak kutatók, akik 

úgy gondolják, hogy a szervetlen nitrogén jelenléte elegendő a csíranövények számára 

(Arditti 1982; Rasmussen 1995). Mások szerint szerves nitrogénforrásra is szükségük van a 

csírázó magoknak. Van Waes és Debergh (1986), Malmgren (1992, 1996), valamint Anderson 

(1996) szerint a terresztris orchideák magvai nagyobb arányban csíráznak a táptalaj szervetlen 

nitrogén-tartalmának csökkentése és aminosavak hozzáadása mellett, mivel az aminosavak 

könnyebben hozzáférhető nitrogénforrást jelentenek a fejlődő növények számára. A 

táptalajokban leggyakrabban használt aminosavak: alanin, aszparagin, glutamin, glicin, 

arginin (Jámborné 1993). 

A sókoncentráció tekintetében meg kell jegyezni, hogy nincsen olyan egységes 

recept, amely minden faj esetében megfelelő lenne. A táptalaj megtervezésekor törekednünk 

kell arra, hogy mindig az adott faj igényeinek leginkább megfelelő makro- illetve mikroelem 

koncentrációt állítsuk be. 

Az aszimbiotikus táptalajok összeállításánál gyakran alkalmaznak növényi eredetű 

komplex növekedésserkentőket is. Ez lehet valamilyen terméskivonat (kókusztej, ananászlé, 

banánpép, burgonyakocka, répa, stb.) vagy könnyezési nedv (nyírfanedv). Ezen komponensek 



 12

kedvező hatása elsősorban hormon és vitamintartalmukban rejlik. (Fast 1974; Van Waes, 

Debergh 1986). 

A természetes eredetű növekedésserkentők mellett a szintetikus növényi hormonok 

hatását is vizsgálják. Ezek közül főként a citokininek (benzilaminopurin, kinetin, zeatin) 

csírázásra és protokorm-fejlődére gyakorolt hatása kutatott. A témában született eredmények 

sokszor ellentmondásosak. A különböző típusú és különböző koncentrációban levő 

hormonokra adott válasz fajonként változhat (Withner 1959; Arditti 1967; Arditti, Ernst 

1984). A leggyakrabban azonban az alacsony koncentrációban (1 µM) adott citokinin-típusú 

hormonok növelik a magok csírázási százalékát (Miyoshi, Mii 1998), míg nagyobb 

koncentráció esetén (ált. 3 µM felett) ez a hatás elmarad, vagy éppen ellenkezővé válik és 

kevesebb mag csírázik ki a kontrollhoz képest (Tomita 2002; Stewart, Kane 2006; Arditti et 

al. 1998).  

Vetés előtt a magoknak felszíni sterilizáláson kell átesniük, melyre a legtöbb szerző 

NaOCl-ot javasol (Malmgren 1992; Rasmussen et al. 1990). A sterilizálás nem csak a magvak 

felületén található mikroorganizmusokat öli meg, hanem a belső maghéj átjárhatóságát is 

növeli. Malmgren (1992) érett magok esetén 0,3 %-os kezelést javasol 45-60 percig, míg 

Rasmussen és munkatársai (1990) hat perces kezelést ajánlanak 5 %-os NaOCl oldatban. A 

kezelési idő nem határozható meg egyértelműen, hiszen a magvak maghártyája különböző 

felépítésű lehet. Az oldat töménységének és a kezelési idő hosszának a megválasztásakor arra 

kell törekedni, hogy lehetőség szerint minden fertőződést okozó mikroorganizmust 

elpusztítsunk, de az embrió eközben ne sérüljön. A felszín sterilezése után a magvakat steril 

desztillált vízben kétszer öblíteni kell (Rasmussen et al. 1990). 

A magvetés után Fast (1978) szerint a csírázáshoz legmegfelelőbb hőmérséklet 20-

25ºC között van, azonban több esetben kimutatták a néhány hónapig tartó hidegkezelés 

csírázásra gyakorolt jótékony hatását is (De Pauw, Remphrey 1993; Miyoshi, Mii 1998). 
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Szimbiotikus csíráztatási kísérletek 
 

A szimbiotikus szaporítás sokkal közelebb áll az orchideák természetes szaporodási 

mechanizmusához. Ez az eljárás azonban jóval több nehézséget is felvet, mint az 

aszimbiotikus, hiszen az orchideafaj magjain kívül a megfelelő gombapartner steril 

micéliumára is szükségünk van. 

A szimbionta gombatörzs hatására a magok nagyobb százalékban csíráznak ki. 

Ennek oka valószínűleg az, hogy a szimbionta talajlakó gombák enzimatikus úton gyengítik a 

maghéjat és az azon belül elhelyezkedő maghártyát, így ezzel a csírázás fizikai gátlását 

csökkentik (Weinert 1990). A már kifejlődött protokormokat fertőzik meg a hifák a 

csíranövény rhizoidjain keresztül (Rasmussen et al. 1990). Egyes kutatók a szuszpenzor 

sejtjein keresztül történő fertőzést is lehetségesnek tartják (Clements 1988), azonban későbbi 

vizsgálatok szerint ekkor nem következik be tartós szimbiózis (Rasmussen 1990). Az 

orchidea mag-szimbionta gomba rendszer egyensúly igen kényes, gyakran előforduló 

jelenség, hogy a szimbionta gomba parazitálja és elpusztítja a magvakat. (Beyrle et al. 1991). 

Azért, hogy ezt elkerüljük, olyan táptalajt kell alkalmaznunk, melyben a gomba számára 

nincsen könnyen hozzáférhető energiaforrás (pl. monoszaharidok), csak valamilyen komplex 

szénhidrát. Ilyen táptalaj például a csökkentett glükóz tartalmú Pfeffer agar (Weber, Webster 

2001) vagy a zabpelyhet tartalmazó Oat táptalaj (Rasmussen et al. 1990; Chou, Chang 2004; 

Zettler et al. 2005) is. Mi a szimbiotikus csíráztatási kísérleteinkben (elsősorban egyszerű és 

olcsó előállítása miatt) ez utóbbit alkalmaztuk. 

 

Orchideák élőhelyen történő (in situ) csíráztatása 
 

Rasmussen és Whigham 1993-ban közölt cikkében egy olyan új eljárást ír le, amely 

az in vivo szaporítás kiindulópontja lehet, továbbá segítségével következtetések vonhatók le 

az orchideák élőhelyét illetően. Ebben a kísérletben amerikai talajlakó orchideákat vizsgáltak 

olyan módon, hogy a begyűjtött magokat egy sűrű szövésű hálóba pergették, majd a hálót 

összehajtották és lezárták. Ezeket a kis csomagokat elásták a különféle orchideák élőhelyein, 

több ismétlésben. A kapott eredményekből látható volt, hogy a háló megvédte a csírázó 

magvakat a nagyobb állatoktól, de a szimbionta gombák hifái számára átjárhatónak bizonyult. 

A csírázási százalék változó volt, a Goodyera sp. esetében  kb. 50 % egy év alatt. Az 

egyértelműen fertőzött magoncok arról a területről származtak, ahol ez a növény előfordult, 
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míg a Corallorhiza sp. egyáltalán nem növekedett olyan helyen, ahol természetesen nem 

fordul elő. 

Az in situ csíráztatás módszerének nagy előnye, hogy az élőhelyen növekedésnek 

indult protokormokból a szimbionta gomba a megfelelő módszerekkel izolálható, így eltérően 

más szimbionta izolálási módszerektől nem kell a növény természetes populációjának kifejlett 

egyedeit károsítani. 
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Anyag és módszer 
 

Csíráztatási kísérletek Goodyera repens esetében 
 

A csíráztatási kísérletekben felhasznált magok 

 

A csíráztatási kísérleteinkben felhasznált avarvirág magok a faj egy, a magyar 

határhoz közeli ausztriai állományából (Semmering mellől) származtak. A gyűjtés időpontja: 

2006. szeptember 6., 2007. szeptember 5. A magokat a vetésig száraz (szilikagél), hűvös 

(+5°C) helyen tároltuk. 

 

Az avarvirág aszimbiotikus csíráztatása 

 

A csíráztatásához használt aszimbiotikus táptalaj a Malmgren-féle talaj (Eszéki ex 

verb; Ramsay ex verb; Kauth et al. 2006; The Orchid Seedbank Project 2000) módosított 

változata volt, melyben a szervetlen nitrogénforrások helyett egy aminosav-keveréket 

(Infusamin) alkalmaztunk. (Az Infusamin (Humantrade Kft.; Gödöllő) az egészségügyben 

szeptikus betegek roborálására használt aminosav infuzió.) Ezen kívül a táptalajok egyik 

feléhez benzilaminopurint (BAP) adtunk. Az összetevőket analitikai mérlegen, illetve 

mérőhengerrel mértük ki, majd a megfelelő mennyiségű bidesztillált vízhez adtuk őket. Az 

így elkészített oldathoz csak közvetlenül az autoklávozás előtt adtuk az agart. Az 

autoklávozás során 120°C-on, 45 percig, 1,2 MPa nyomáson sterilizálódott a táptalaj. Az 

aminosav-keveréket az autoklávozás után, steril injekciós tű segítségével juttattuk a még 

folyékony talajhoz. Ezt követően steril fülke alatt szétöntöttük a talajokat a megfelelő, előre 

sterilizált Petri-csészékbe, illetve bébiételes üvegekbe. A talajokat a megdermedésükig UV-

fénnyel világítottuk meg. 

Az alábbi táblázat az avarvirág aszimbiotikus csíráztatásához használt táptalajok 

összetételét tartalmazza, 1000 cm3 mennyiségre vonatkoztatva (2. táblázat). 
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Összetevő Végkoncentráció 
(mg/1000 cm3) 

MgSO4 75 
Ca3(PO4)2 75 
KH2PO4 75 
aminosav-keverék (cm3) 5 
szacharóz 10.000 
aktív szén 750 
ananászlé (cm3) 22 
BAP 0,5 
agar 8.000 

 

2. táblázat: Az avarvirág csíráztatása során alkalmazott aszimbiotikus táptalaj receptje 

 

A magok sterilizálása és vetése 

 

Felnyílt tokból származó magok sterilizálása 

Mindkét faj esetében a szimbiotikus és az aszimbiotikus csíráztatás esetén is ezeknek 

a felnyílt tokból származó magoknak a sterilizálása és vetése az alábbi módszer szerint, 

teljesen hasonlóan zajlott. 

A magok sterilizálását Rasmussen (1990) módszere alapján végeztük, módosítva. A 

sterilizáláshoz 2 %-os (1:1 arányban higított) háztartási hypo-oldatot használtunk. A magokat 

kémcsőbe helyeztük, amit a hypo-oldat hozzáadását követően gumidugóval zártunk el. 10 

percig hagytuk őket az oldatban, és a kémcsövet végig rázogattuk, hogy lehetőség szerint 

mindenhol érje a felszínüket a folyadék. A 10 perc letelte után óvatosan leöntöttük a 

folyadékot, úgy, hogy a magok a kémcső oldalán megtapadjanak. Ezt követően kétszeres, 

steril Milli-Q vízzel történő mosást végeztünk. 

 

A magvetés 

 

A sterilizált magvakat steril szikével juttattuk a táptalajok felszínére. Az egyenletes 

eloszlás érdekében néhány csepp desztillált víz és üvegbot segítségével szélesztettük őket. 

Összesen 19 darab hormon nélküli, és szintén 19 darab citokinint (BAP) is tartalmazó 

táptalajra vetettük a magokat, mindet bébiételes üvegben. 
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Tenyésztési körülmények 

 

Az elvetést követően a kultúrákat 8 héten keresztül +4 °C-on, hidegszobában 

tároltuk, majd szobahőmérsékletre kerültek. A csírázás során végig sötétben tartottuk a 

magokat. Fényre a megfelelő fejlettségi állapot elérése után kerülnek a csíranövények. 

 

Csíráztatási kísérletek Ophrys scolopax esetében 
 

Terepi csíráztatási kísérletek (in situ csíráztatás) 
 

A kísérlet helye a Kiskunsági Nemzeti Park területén fekvő Peszéradacsi rétek, mely 

a hazai szarvas bangó állomány jelentős részének ad otthont. A kísérlet során felhasznált 

magok szintén erről az élőhelyről, egy 2005-ös maggyűjtésből származtak. 

 

A csíráztatás menete 

 

Az élőhelyen való csíráztatásnál döntő fontosságú a kihelyezett magok 

visszakereshetővé tétele. Ez az igen kis méretük miatt nem egyszerű feladat. Jó módszernek 

bizonyult az ún. diakeretes eljárás. Ennek során a magokat egy igen kis lyukátmérőjű hálóba 

helyeztük. Ez a mi esetünkben malomipari szitaszövet, melynek lyukátmérője 85 μm. A 

magokat tartalmazó félbehajtott háló merevítése és lezárása érdekében diakeretbe foglaltuk a 

hálót. 

 

A magkihelyezés 

 

Összesen 20 (10-10) darab diakeretet helyeztünk ki az élőhelyre. A diakeretek egyik 

felébe, a két háló közé egy-egy szűrőpapír-csíkot is tettünk. Ez feltételezéseink szerint az 

orchidea szimbionta gombák cellulózbontó képessége révén segítheti a magok és a gombák 

egymásra találását. 

A magokat 2006. április 4-én tettük ki az élőhelyre, két különböző pontra, de 

mindkét pontot úgy választottuk ki, hogy a magok közelében legyen egy-egy kifejlett Ophrys 

scolopax növény is. Mindkét helyre kerültek szűrőpapíros és szűrőpapír nélküli keretek is. 
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Azért, hogy később a begyűjtésnél könnyebben megtaláljuk a diakereteket, GPS segítségével 

megjelöltük a két pontot. 

Három hónap múlva (2006. július 28-án) ellenőriztük a kihelyezett keretek állapotát, 

és cönológiai felvételt is készítettünk az élőhelyről. A cönológiai felvétel készítésénél egy 

2×2 méteres kvadrátot vizsgáltunk, és a kvadrát területén található növényfajok általi 

borítottságot becsültük. A felvétel eredményét a függelékben található táblázatban foglaltam 

össze. A magok behozatalára a kihelyezést követően kb. 6 hónap múlva, 2006. szeptember 

27-én került sor. 

 

Csíráztatás laboratóriumi körülmények között 
 

A csíráztatási kísérletekben felhasznált magok 

 

Az Ophrys scolopax esetében a kísérletek során felhasznált magok a faj Peszéradacsi 

réteken található állományából származtak.  

Természetes körülmények között a szarvas bangó pollinátorai hártyásszárnyú 

rovarfajok hímjei, melyeket a virág a nőstény rovarok kinézetét és szexuális feromonját 

utánozva csalogat magához. A természetben azonban a megporzás igen ritkán játszódik le. 

Egyes megfigyelések szerint a Turján-vidéken élő másik bangófaj, a légybangó virágainak 

csupán 6-7 százaléka termékenyül meg (Molnár V. A. 2006). Ezért a kísérleteinkhez 

felhasználható magok mennyiségének növelése érdekében kézzel történő megporzást 

alkalmaztunk a szarvas bangók között. A pollíniumot egy vékony fűszál segítségével juttattuk 

egyik egyedről a másik bibefelületére (6. ábra). 
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6. ábra: A szarvas bangó mesterséges megporzása fűszál segítségével (a fűszál végén 
a pollínium látható) 

 
 

Ez a módszer több szerző szerint is hatásos módja terresztris orchideák esetében a képződő 

toktermés-mennyiség felszaporításának (Yamazaki, Miyoshi 2006). A megporzást a virágzás 

kezdetén, 2007. június 1-én végeztük és a tokokat 4 hét múlva, július 3-án gyűjtöttük be. A 

begyűjtött tokok száma az előző évek tapasztalataihoz viszonyítva jelentősen megnövekedett, 

bár a pontos mennyiségre vonatkozó adatok nem állnak rendelkezésünkre. Mivel a kézzel 

porzott növényeket egyedileg nem jelöltük meg, és az általunk végzett beporzás és a 

maggyűjtés közötti periódusban történhetett természetes úton is beporzás, így nem biztos, 

hogy minden begyűjtött mag egy hónapos volt. 

A begyűjtést követően a magokat a tokokból kipergettük és szilikagélen, 

papírtasakban, +4°C-on tároltuk a vetésig. 

 

 
Az aszimbiotikus csíráztatás során alkalmazott táptalajok 

 

Az Ophrys scolopax esetén az aszimbiotikus nevelésre szánt táptalaj a Malmgren-

féle táptalaj (Eszéki ex verb; Ramsay ex verb; Kauth et al. 2006; The Orchid Seedbank 

Project 2000) volt, melyet az eredeti recept szerint, módosítások nélkül készítettünk el. A 

táptalaj összetétele az alábbi táblázatban (3. táblázat) olvasható.  
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Összetevő Végkoncentráció 
(mg/1000cm3) 

MgSO4 75 
Ca3(PO4)2 75 
KH2PO4 75 
NH4H2PO4 150 
NH4NO3 100 
szacharóz 10.000 
aktív szén 750 
ananászlé (cm3) 22 
agar 8.000 

 
3. táblázat: A szarvas bangó csíráztatása során alkalmazott aszimbiotikus táptalaj 

összetétele (1000 cm3 mennyiségre vonatkoztatva) 
 
A szimbiotikus csíráztatási kísérletekben alkalmazott táptalajok 

 

A szimbionta gombával együtt történő csíráztatás csak szarvas bangó esetében 

történt meg. A felhasznált táptalaj (4. táblázat) a zabpelyhet, mint komplex szénhidrátot 

tartalmazó Oat-táptalaj (Rasmussen et al. 1990; Chou, Chang. 2004; Zettler et al. 2005) volt. 

Ennek a táptalajnak az elkészítése különbözik az eddigiektől. A megfelelő mennyiségű Milli-

Q vizet felforraltuk és beletettük az előre kimért zabpelyhet. 15 percig főztük, majd egy 

éjszakán át állni hagytuk. Ezt követően leszűrtük egy konyhai szűrőn a főzetet, hogy 

viszonylag homogén állagot érjünk el. Ezután mértük be a kívánt mennyiségű agart, majd az 

autoklávozás következett. A sterilizálás 120°C-on és 1,2 MPa nyomáson 25 percig tartott. 

 

összetevő végkoncentráció 
(g/l) 

zabpehely 30 
agar 10 

 
4. táblázat: A szarvas bangó szimbiotikus csíráztatása során alkalmazott táptalaj összetétele 

 
 
A szimbiotikus csíráztatás során alkalmazott gombatörzsek 

 

A szimbiotikus csíráztatási kísérletekhez a kunpeszéri élőhelyen csírázott 

protkormokból izolált gombák közül választottunk egyet. A választásunk az OpX9-2p kóddal 

rendelkező törzsre esett, mivel a protokorm, amelyből izoláltuk, négy darab zöld levéllel és 
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raktározó gumóval is rendelkező növénykévé fejlődött, melynél a gomba és a növény közötti 

egyensúly tartósan stabilnak mutatkozott. 

 

Magok sterilizálása és vetése 

 

A felnyílt tokból származó szarvas bangó magokat az avarvirágnál leírt módszer 

szerint sterilizáltuk. 

 

Zárt tokok fertőtlenítése 

A szarvas bangó esetén rendelkezésünkre állt 3 darab fel nem nyílt, zöld színű 

toktermés is. Az ezekben található magok még nem érintkeztek a levegővel, vagyis 

csíramentesnek tekinthetők. Emiatt csak felszíni sterilizálást végeztünk a tokokon. A 

terméseket 96 %-os etilalkoholba mártottuk és láng segítségével leégettük őket. Az ilyen 

módon fertőtlenített tokokat ezután steril körülmények között nyitottuk fel. A magvetés a 

továbbiakban a felnyílt tokból származó magokkal megegyezően zajlott. 

 

Magvetés 

Az avarvirágnál leírtakhoz teljesen hasonlóan, steril szike és üvegbot segítségével, 

steril körülmények között történt. Zöld tokból Malmgren táptalajra 36 Petri-csészében 

vetettünk magokat, míg Oat talajra 5 párhuzamos készült. A felnyílt tokokból származó 

magokat Malmgren táptalajra 20 Petri-csészére és 5 darab bébiételes üvegbe, míg Oat talajra 

összesen 20 darab Petri-csészére vetettünk. 

 

Tenyésztési körülmények 

 

A vetést követően a párhuzamosak egyik felét 8 hétig +4 °C-on, hidegszobában 

tároltuk, majd ezt követően szobahőmérsékletre kerültek. Az elvetett magok másik felét nem 

részesítettük hidegkezelésben, ezek a vetéstől kezdve folyamatosan szobahőmérsékleten 

voltak. A csírázás alatt a magokat végig sötétben tároltuk. A szimbiotikus nevelésre szánt 

kultúrákra a vetés utáni 23. héten oltottuk rá a szimbionta gombát, majd továbbra is sötétben 

tartottuk őket. 
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Szimbionta gombák izolálása 
 

A Goodyera repens szimbionta gombáinak izolálása 
A vizsgálathoz felhasznált növények a már említett Semmering mellőli állományból 

származtak, és a második maggyűjtéssel egyidőben, 2007. szeptember 5-én kerültek 

behozatalra. 

A szimbionta gomba izolálása az ún. gyökérszegmens technika (Vértényi, Bratek 

1996) segítségével történt. Az eljárás során a megmosott gyökérrészeket 3 percig 0,1 %-os 

AgNO3-oldattal fertőtlenítettük, majd 0,5-1 cm-es darabokra vágtuk és a gomba 

felszaporítására alkalmas táptalajra (Potatoe Dextrose Agar, 3 g/l burgonyapehely, 10 g/l 

glükóz, 15 g/l agar) helyeztük őket. A táptalajon kifejlődő gombák közül a telepmorfológiai 

tulajdonságai alapján szimbiontának minősített gombákat izoláltuk, és szintén PDA táptalajon 

tartottam fenn őket. 

 

Az Ophrys scolopax szimbionta gombáinak izolálása 
 

A mintagyűjtés alkalmával 2 kifejlett és további 3 fiatal egyed behozatalára került 

sor, a virágzási időszak elején, 2006. május 12-én. 

A szarvas bangó esetében is alkalmaztuk a gyökérszegmens technikát. Ezzel a 

módszerrel összesen 8 gombatörzset izoláltunk, melyből hármat molekuláris módszerekkel 

azonosítottunk is (6OpX1-1A, 6OpX1-3B, 6OpX1-5B). 

A következő szimbionta gomba izolálási technikákat csak az Ophrys scolopax esetén 

alkalmaztuk.  

A peloton kiemelés során a gyökér kortex sejtjeiben jelenlévő, feltekeredett, 

gombolyag-szerű képletet adó hifa-szövedéket (pelotont) kell eltávolítani. Ezt mikroszkóp 

alatt, rovartű segítségével végeztük el, majd agar nélküli, folyékony Potatoe Dextrose 

tápközegre helyeztük. Ha a peloton egészséges, és nem a degradáció fázisában volt a 

kiemeléskor, akkor a gomba növekedni kezd és felszaporodik a tápközegben. A hat kiemelt 

pelotonból három növekedésnek indult, melyekből kettőt molekuláris módszerekkel 

azonosítottunk (OpX1-1pl1, OpX1-1pl2). 

A következő két izolálási technikához az in situ csíráztatási kísérlet során 

növekedésnek indult protokormokat használtam fel. 
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Az első esetben a lemosott protokormokat 20-45 mp-ig 0,1 %-os AgNO3-oldattal 

fertőtlenítettem, majd háromszori steril vízzel való mosás után PDA táptalajra helyeztem. Két 

protokormból fejlődésnek indult egy-egy gomba, melyeket morfológiailag nagyon hasonlónak 

találtunk. Mivel a két csíranövény egyazon diakeretben, egymás mellett helyezkedett el, 

minden valószínűség szerint ugyanaz a gombatörzs mikorrhizálta őket. Ezért (ugyan 

mindkettőről izoláltuk a gombát) a kettő közül csak az egyiket vetettük alá molekuláris 

azonosításnak (6OpX9-1p). A másik protokormból kinőtt gombatörzset (6OpX9-2p) a 

szimbiotikus csíráztatási kísérletek során használtuk fel. 

A második esetben az élőhelyen kicsírázott protokormokat mosás után alkoholban 

tettük el a későbbi vizsgálatokig. Ez a módszer csak a gomba molekuláris azonosítását teszi 

lehetővé, izolált törzs fenntartására nem alkalmas. Az alkoholban eltett csíranövények 

feltárása gyöngymalom segítségével történt, melyről a DNS kivonásánál esik bővebben szó. 

Egy gombatörzset sikerült így azonosítanunk (6OpX9). 

A DNS kivonás során felhasználásra került egy korábban ugyanerről az élőhelyről 

begyűjtött, vaddisznók által kitúrt Ophrys scolopax egyed gyökerének alkoholban fixált 

darabja is. Egy gombatörzset azonosítottunk belőle (5OpX18). 

 

Szimbionta gombák azonosítása molekuláris módszerekkel 
 

Minta előkészítés 

 

A különböző módszerekkel izolált gombatörzseket rázatott, folyadék PDA 

tápközegen felszaporítottam. Az Ophyris scolopax esetében alkoholban eltett mintákat is 

vizsgáltam. Az alkoholban eltett gyökerekből a molekuláris vizsgálat előtt mikroszkóp alatt 

kiválasztottuk azokat a gyökérrészeket, amelyekben szimbionta kolonizáció figyelhető meg. 

Az alkoholban eltett protokormokat előzetes mikroszkópos vizsgálat nélkül használtam föl, 

mivel ezen fejlődési állapotában az orchidea csíranövény biztosan tartalmaz szimbionta 

gombát. 

 

DNS kivonás 

 

A DNS kinyerésében néhány módosítással Kåren et al. (1997) módszerét 

alkalmaztam. A folyékony PDA tápközegen felszaporított gombatörzsekből származó 
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mintákat kisméretű steril dörzsmozsarakban dörzsöltem el kevés kvarchomok és folyékony 

nitrogén jelenlétében. A kisméretű alkoholos gyökérszegmenseket és protokormokat az 

esetleges anyagveszteség elkerülése végett gyöngymalmos módszerrel tártam fel. Az eljárás 

során egy speciális Eppendorf-csőbe a minták mellé egy-egy üveggyöngyöt és kvarchomokot 

szórtam, majd kétszer 1,5 percig rázattam 50/sec frekvenciával. 

A homogenizátumokat a mennyiségüktől függően 600-750 μl CTAB oldattal 1,5 ml-

es centrifugacsövekbe mostam át. A csöveket 40-60 percre 65°C-os vízfürdőbe helyeztem, 

közben kétszer-háromszor vortexeltem őket. Az inkubációs idő leteltével a mintákat 18000 g 

fordulatszámon, 10 perc alatt, szobahőmérsékleten lecentrifugáltam. 

Ezt követte a fehérjék eltávolítása. Ez egy kétlépéses, kloroformmal történő tisztítást 

jelentett. Az egyes mintákhoz egy térfogat (600 μl) kloroformot adtam, majd alaposan 

összeráztam és 18000 g fordulatszám mellett, 15 percig tartó centrifugálással elválasztottam a 

kloroformos és a vizes fázist. A felülúszó és a DNS-t is tartalmazó vizes fázist új, tiszta 

csövekbe pipettáztam, a fehérjét tartalmazó kloroformos fázist elöntöttem. Ezután 

megismételtem ezt a tisztítási lépést. 

A vizes fázisú felülúszóból a DNS-t 2-2,5 térfogat -20°C-os abszolút alkohollal 

csaptam ki. A kicsapott DNS-t egy órára -20°C-ra tettem, ezzel is elősegítve a DNS kiválását, 

majd 18000 g fordulatszámon történő 30 perces centrifugálás következett. A felülúszó 

elöntése után a DNS csapadék mosása történt a következő módszerrel: 200 μl 70 %-os, -20°C-

os etanolt adtam a csapadékhoz, majd rövid vortexelést követően 5200 g fordulatszámon, 5 

percig fugáltam. Ezt a mosási eljárást még kétszer megismételtem. Végül az alkoholt 

leöntöttem a tisztított csapadékról és a csöveket lefelé fújó steril fülkében, a légáramlat 

segítségével kb. 20 perc alatt kiszárítottam, ezzel távolítva el a mintából az alkoholt. 

Végezetül a csapadékot 50-100 μl steril, ultratiszta Milli-Q (Millipore) vízben fel. 

 

PCR reakció és gélelektroforézis 

 

A DNS-t tartalmazó inhomogén oldatból több különböző hígítással végeztem a PCR 

reakciót, így próbálva megközelíteni a reakció optimális templát koncentrációját. 

Az amplifikációkat a következő PCR készülékeken végeztem: Techne TC-312 

Thermal Cycler és a Bioer Technology Co., LTD Little Genius Thermal Cycler készüléke. A 

PCR elegyek végső térfogata minden esetben 50 μl volt. Az elegyek összetételét az alábbi 

táblázat foglalja össze (5. táblázat). 
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 Kiindulási koncentráció Térfogat 1 mintára (50 μl) 

reakciópuffer (10×RB) (15 mM MgCl2) 5,0 μl 

dNTP mix 4×2 mM 5,0 μl 

primer1 0,01 mM 1,0 μl 

primer2 0,01 mM 1,0 μl 

MgCl2 25 mM 2,5 μl 

steril Milli-Q víz  10,25 μl 

Taq polimeráz 5u/μl 0,25 μl 
templát DNS + 
steril Milli-Q víz  25,0 μl 

 

5. táblázat: A PCR során összeállított reakció-elegyek összetétele 

 

Az enzim számára a polimeráz reakció megkezdéséhez szükséges 

oligonukleotidokként az ITS1 és ITS4 (univerzális) primereket alkalmaztam, amelyek a teljes 

ITS régió felszaporításához kellenek. Az alkoholos gyökérminták esetében a DNS-oldatok 

növényi és gomba DNS-t egyaránt tartalmaznak és a gomba DNS igen kis mennyiségben van 

jelen, ezért ilyen esetekben gombaspecifikus primerre is szükség volt a megfelelő DNS-

szakasz felszaporításához. Gombaspecifikus primerként az ITS1F-et és bizonyos esetekben a 

basidiomycota specifikus ITS4B-t használtam. Ezeknél a mintáknál csak két egymást követő 

PCR-rel (ún. nested PCR) lehetett a megfelelő ITS régiót felszaporítani. A nested PCR-hez 

használt primerek: 1. reakció: ITS1F/Tw13, 2. reakció: ITS1/ITS4B. A nested PCR-ek 

minden egyéb körülményt tekintve a hagyományos PCR reakciókhoz teljesen hasonlóan 

zajlottak le.  

A reakcióelegyek összeállításakor először a DNS-templát, vagyis a minták 

különböző térfogatait mértem be a PCR csövekbe, majd steril Milli-Q vízzel 25 μl-re 

egészítettem ki. A következő lépésben a mastermixet, vagyis a PCR elegyek DNS templátot 

nem tartalmazó, a reakció megfelelő körülményeit biztosító oldatát készítettem el. A 

komponenseket az enzim kivételével mind összemértem. Az polimeráz enzimet legutoljára 

kell bemérni, majd rövid keverés után ebből az alapoldatból adtam minden PCR csőhöz 25-25 

μl-t. A végső Mg koncentráció a reakcióelegyekben 2 mM volt. 

A DNS amplifikáció során alkalmazott hőmérsékleti és időbeállítások az alábbi 

ábrán (7. ábra) követhetők nyomon: 
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előzetes 

denaturáció 
denaturáció primerkötés DNS 

szintézis 
végső szintézis eltartás

     
94oC 94oC    

4 perc 30 mp 30 mp  72oC 72oC 

  51oC 30 mp* 7 perc 

  30 mp   

4oC 

 33 ciklus  

 * +1 mp ciklusonként  

 

7. ábra: Az amplifikáció során alkalmazott hőmérsékleti és időbeállítások 

 

A templát DNS megfelelő denaturálásához illetve az enzim aktiválásához az első 

ciklust megelőzően 4 és fél percig tartó 94°C-os inkubálást alkalmaztam. A Taq polimeráz 

aktivitás-csökkenését az egyes ciklusok szintézisidejének 1 mp-el történő 

meghosszabbításával ellensúlyoztam. A reakció végeztével a mintákat gélelektroforézissel 

vizsgáltam. 

A gélelektroforézishez a Gibco BRL cég Horizon 11-14 típusú futtató rendszerét 

használtam. Az 1,0 %-os szeparáló gél elkészítéséhez 100 ml 0,5* Trisz-bórsav-EDTA (TBE) 

puffert és 1,0 gramm agarózt használtam. Az agarózt mikrohullámú sütő segítségével 

oldottam fel a TBE pufferben. Ez így kapott oldatot 50-60°C-osra hagytam visszahűlni, és 

ekkor adtam hozzá a DNS kimutatásához szükséges 20-25 μl etidium-bromidot, melyet 0,5 

mg/ml-es törzsoldatból vettem ki. Az így elkészített gelet a géltartóba öntöttem és hagytam 

megszilárdulni. Miután megszilárdult, eltávolítottam a támfalakat és a mintatartó zsebek 

kialakításához szükséges gélfésűt. A gélt a futtatókádba helyeztem és elfedtem a gél 

készítésénél is használt TBE pufferrel. 

A következő lépés a minták felvitele volt a mintatartó zsebekbe. Ehhez a PCR 

reakció során kapott mintáimból 5-5 μl-t kivettem és 1 μl 33 %-os festéket is tartalmazó 

glicerint adtam hozzá. Ezekből a keverékekből vittem fel 6-6 μl-t a gélzsebekbe. A futtatásnál 

5,5-7,5 V/cm fajlagos feszültséget alkalmaztam, így ez 90 V-os feszültség mellett 35-60 

percig tartott. A futtatási idő letelte után a gélt UV-fénnyel megvilágítva, 595±50 nm fölött 
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áteresztő szűrőt alkalmazva, digitális CCD kamerával fényképeztem le. A fotókat szabad 

szemmel vizsgáltam. 

 

A PCR termékek tisztítása 

 

A PCR termékek tisztítását ultraszűrő membrán segítségével végeztem (Amicon 

membrán, Millipore). A tisztítási lépés során a PCR csövek teljes tartalmát a centrifugacső 

mintatartójába pipettáztam 450 μl ultratiszta Milli-Q víz kíséretében, majd 15 perces 1000 g-

vel történő centrifugálás következett. A centrifugálás során az ultraszűrő membrán a 

megfelelő pórusméretéből kifolyólag a felszaporított DNS darabokat visszatartotta, míg az 

egyéb kisebb méretű molekulák (dNTP, oligonukleotidok, sók) a membránon átjutottak. A 

tisztítás második lépésében a DNS darabok leoldása történt a membránról. A tisztítás 

eredményét a már említett módon, gélelektroforézissel ellenőriztem. Az így megtisztított, 

egyenként 25-50 μl térfogatú minták már szekvenálásra készek. 

 

Szekvenáló reakció 

 

A szekvenáló reakcióhoz az ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction Kit-et használtam. Ez tartalmazza a fluoreszcens nukleotidokat (dNTP, ddNTP) és a 

DNS polimerázt (módosított Taq) és egyéb segédanyagokat. A szekvenáló elegyben a 

következő összetevők találhatók: 

 

 

 Szekvenáló kit   4 μl 

 Higítópuffer   2 μl 

 Steril Milli-Q víz  5-9 μl 

 Primer (ITS1 vagy ITS4) 1 μl 

 DNS-templát   4-8 μl 

 

 

A gélelektroforézis eredményétől függően az egyes mintákból különböző 

mennyiségeket használtam, a steril víz térfogata ennek megfelelően lett változtatva, úgy, hogy 

a végső térfogat 20 μl legyen. 

Az egyes mintákat mindkét irányból megszekvenáltam. 
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A PCR készülék az alábbi beállítások mellett futott (6. táblázat): 

 
Denaturáció Primerkötés DNS szintézis Eltartás 

96 °C 50 °C 60 °C 4 °C 
10 mp 5 mp 4 perc  

 

6. táblázat: A szekvenáló reakció során alkalmazott hőmérsékleti és időbeállítások 

 

A szekvenáló reakciótermék tisztítása 

 

A szekvenáló reakció 20 μl térfogatú termékeihez 50 μl abszolút etanolt, 3 μl 3 M-os 

Na-acetátot és 17 μl steril Milli-Q vizet adtam, majd rövid vortexelés után 

szobahőmérsékleten 20 percig állni hagytam. Ezután 20 percig 20800 g-n centrifugáltam. A 

felülúszó eltávolítása után 250 μl 70 %-os etanollal mostam a DNS-t, majd 5 percig 20800 g-

n centrifugáltam. A felülúszót lepipettáztam, majd megismételtem az etanolos mosást. A 

csapadékot a PCR-készülék segítségével 90°C-on szárítottam.  

A kapilláris gélelektroforézist ABI PRISM 310 Genetic Analyser, illetve 3100 Genetic 

Analyser készülékben (Applied Biosystems) a Gödöllői Mezőgazdasági Biotechnológiai 

Kutatóközpontban (2100 Gödöllő Szent-Györgyi Albert u. 4.) végezték. 

 

Szekvenciaanalízis 

 

A szekvenátor által adott kromatogramokat a Chromas kiértékelő program 

segítségével vizsgáltam. A számítógép által meghatározott bázissorrendet néha szükséges volt 

felülbírálni, a szoftver ugyanis egyes esetekben nem determinálja az adott helyen levő bázist. 

Így előfordulhatnak a szekvenciában nem determinált, hiányzó, vagy éppen megkettőződött 

bázisok. Ezek kijavítása után a szekvenciák alkalmasak lettek a további analízisre. 

Az analízishez a BlastN 2.2.2 (Altschul et al. 1997) illetve a ClustalW (Thompson et 

al. 1994) keresőprogramokat használtam.  Az egyes szekvenciák közötti hasonlóságokat a 

TreeView program segítségével ábrázoltam. 

A szimbionta gombákból kapott szekvenciák mellé kikerestem a leghasonlóbb 

szekvenciákat az európai nemzetközi adatbázisból (EMBL) és ezekből választottam csoport-

azonosítókat a különböző gomba csoportjaink azonosításához és a fán való ábrázolásához. 
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Eredmények ismertetése 
 

Csíráztatási kísérletek eredményei Ophrys scolopax esetén 

 

Az in situ csíráztatási kísérlet eredménye 

 
Az élőhelyre 2006 áprilisában kihelyezett magokat a kihelyezéstől számított 27. 

héten, 2006. szeptember 27-én gyűjtöttük be. A diakiemeléskor már a növények gyökerei 

teljesen befonták a diakeretbe ágyazott Ophrys scolopax magokat magukban foglaló hálót (8. 

ábra). Miután a hálókat megtisztítottuk a rájuk tapadt földtől és gyökerektől, a csírázásnak 

indult magok mikroszkóp alatt vizsgálhatóvá váltak. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. ábra: A magokat tartalmazó diakeretek szeptemberi begyűjtése  

 

 

A kihelyezett 20 darab diakeretből összesen kettőben tapasztaltunk csírázást. A két, 

csírázó magokat tartalmazó diakeret a kísérlet helyszínéül szolgáló terület két különböző 

pontjáról került elő. A 9-es számú keretben (szűrőpapír nélküli) a benne levő mintegy 400 

mag közül mindössze 4 darab csírázott ki és fejlődött protokormmá (9. ábra). A 4-es számú 

diakeretben, mely szűrőpapírt is tartalmazott, a 360 darab kihelyezett magból kettő indult 
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növekedésnek, azonban a diakeretek behozatalának időpontjában már csak a belőlük fejlődött 

protokormok elhalt maradványait találtuk meg (10. ábra). 

 

 

9. ábra: A 9-es diakeretben levő 
protokormok közül kettő egymás mellett 

csírázott 

10. ábra: A 4-es számú diakeretben két 
elhalt protokormot találtunk

 

 

A négy darab élő csíranövény közül a két fejlettebbet PDA-táptalajra tettük, 

melyekből a szimbionta gomba egy hét után ki is nőtt mindkét esetben (11. ábra). A 

telepmorfológiai tulajdonságaik alapján hasonló gombák közül az egyiket izoláltuk. A törzs 

kódja a továbbiakban: 6OpX9-1p. A másik 2 protokormot alkoholban fixáltuk a későbbi 

szimbionta meghatározásig. A szekvenálás után a belőlük származó gomba kódja: 6OpX9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

11. ábra: A PDA táptalajon fejlődő 
Ophrys scolopax protokorm a kinövő 
gombahifákkal 
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A laboratóriumi csíráztatási kísérletek eredményei 

 
A csíráztatási kísérletek kiértékelésének módszerei 

 
A csíráztatási kísérletekben résztvevő két orchideafajnál mind a szimbiotikus, mind 

az aszimbiotikus csíráztatásnál a magok csírázásának időpontját sztereomikroszkópos 

vizsgálattal állapítottam meg. A csírázás megindulása után az egyes Petri-csészékben levő 

csíranövényeket kéthetente számoltam le. A szarvas bangó esetében a Petri-csészékben levő 

protokormok számát az edények 1 cm2-es szektorokra bontásával és azok szisztematikus 

leszámolásával pontosan meg tudtam állapítani, az összmagszámmal együtt. Az egyes 

protokormok fejlettség állapotait az alábbi táblázat alapján határoztam meg (7. táblázat): 

 

fejlettségi 
állapot jellemzés 

0 nem csírázott mag életképes embrióval 
1 kis méretű, gömb alakú protokorm 
2 gömb alakú protokorm rhizoid szőrökkel 
3 hajtáscsúcs megjelenése 
4 első levél megjelenése 
5 gyökér megjelenése 

 

7. táblázat: Az Ophrys scolopax csíranövényeinek fejlettségi állapotainak osztályozása 
(Stewart, Kane 2006; Yamazaki, Miyoshi 2006 alapján módosítva) 

 

Az aszimbiotikus csíráztatási kísérlet eredménye 

 
Felnyílt toktermésből származó magok esetén 

Az elvetett Petri-csészék között a fertőződési arány igen nagy volt, a kultúrák 50 %-a 

befertőződött, legtöbbször valamilyen gomba vagy baktérium által. A 2 hónapos 

hidegkezelésen átesett 10 Petri-csésze közül egy kivételével mind befertőződött, míg a végig 

szobahőmérsékleten tartottak között csak egy csésze lett fertőzés áldozata. 

A hidegkezelésben nem részesült magok a vetést követő 24. hét környékén kezdtek 

el csírázni. Ettől kezdve a Petri-csészéket kéthetente ellenőriztem, és leszámoltam a 

csíranövényeket. A 40. héten, amikor már további csírázást nem tapasztaltam, állapítottam 

meg a csírázási százalékokat. A hidegkezelt magoknál a párhuzamosok elveszése miatt 

csírázási görbét nem tudtam felvenni. A megmaradt egy Petri-csészén levő magok azonban az 

előzetes várakozások szerinti időben, a kontrollcsoporthoz képest 2 hónapos késéssel 
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csíráztak, a vetés utáni 32. héten fedeztem fel az első csíranövényeket. A 40. héten mért 

csírázási százalék 19, 6 % volt.  

Az alábbi görbén a hidegkezelésben nem részesült, felnyílt magtokból származó 

Ophrys scolopax magok átlagos csírázási százalékai láthatóak (12. ábra). 

 

 
 

12. ábra: A szarvas bangó aszimbiotikus csírázásának változása az idő függvényében 

 

A csírázás megindulásakor az átlagos csírázási százalék 8,4 % volt. Ezt követően a 

32. hétig a csíranövények számának lassú emelkedését figyeltem meg, majd a 34. héten a 

protokormok száma több mint duplájára emelkedett az előző méréshez képest. Ebben a két 

hétben az átlagos csírázási százalék 13,6 %-ról 31,5 %-ra növekedett. Ezt követően ez az 

érték már alig nőtt (maximális értéke a 36. héten elért 33,9% volt). A kísérlet alatt a 

csíranövények között elhalást egyáltalán nem, vagy csak igen ritka esetben tapasztaltam, 

emiatt a 40. héten mért alacsonyabb csírázási százalékok a számolási pontatlanságokból 

adódhattak. A 40. héten történt utolsó számolás alkalmával az egyes protokormok fejlődési 

stádiumait is megállapítottam. A legnagyobb részben (95,8 %-ban) 1-es stádiumban levő, 

azaz kisméretű, gömb alakú, rhizoid-szőrökkel nem rendelkező protokormokat találtam. A 2-

es stádiumú, rhizoidszőrökkel rendelkező csíranövények aránya igen alacsony, mindössze 0,3 

% volt. A 3-as vagyis a hajtáskezdemény megjelenését jelentő állapotot csupán egy darab 
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protokorm érte el. A 4-es stádiumig, vagyis a levél és gyökérképződésig egyetlen növényke 

sem jutott. Viszonylag magas volt azonban az ún. PLB-k (protocorm-like body) előfordulási 

aránya (3 %). Ezek olyan növekedésnek indult csíranövények, melyek nagyméretűek, de 

differenciálatlanok, sem hajtás, sem gyökérkezdemény nem különíthető el rajtuk. A bébiételes 

üvegben csírázó magokat a nehéz leszámolhatóságuk miatt a csírázási görbe felvételekor nem 

vettem figyelembe. A rajtuk megjelenő csíranövények fejlettségi állapota azonban jóval 

meghaladta a Petri-csészéken növőkét. A vetés utáni 32. héten már egy leveles hajtással és 

gyökérrel rendelkező Ophrys scolopax magoncot is megfigyeltem rajtuk. Az üveget fényre 

téve a levél hamar megzöldült, és a növény gyors növekedésnek indult (13. ábra).  

 

 
 

13. ábra: Aszimbiotikus táptalajon fejlődő Ophrys scolopax magonc 

 

 

Zárt tokból származó magok esetén 

A zárt tokból származó magokat tartalmazó Petri-csészék között a fertőződés a 

hidegkezeltek között 72,2 %-os volt, míg a szobahőmérsékleten tartottak között nem volt 

tapasztalható. Csírázó magokat egyetlen kultúra esetén sem figyeltem meg. 
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A szimbiotikus csíráztatási kísérlet eredménye 

 
Felnyílt tokból származó magok esetén 

A felnyílt tokból származó és hidegkezelésen átesett magok közötti fertőződés a 

szimbiotikus táptalajon is igen nagy arányú volt. A párhuzamosként szolgáló 10 darab kultúra 

közül egy maradt fertőzésmentes, ezzel szemben a szobahőmérsékleten tartottaknál a 10 Petri-

csészéből 8 megmaradt. A szimbionta gomba feloltására a vetés utáni 23. héten került sor. 

Ekkor csíranövényeket még nem figyeltünk meg a kultúrákban. A gomba két hét után már jól 

láthatóan átszőtte a magokat, a kifejlesztett hifák azonban jelentősen megnehezítették a 

magok további vizsgálatát. Ezért az aszimbiotikusan csíráztatott magokkal ellentétben a 

csíranövények megjelenése után kéthetenkénti leszámolást nem végeztünk, így csírázási 

görbe sem volt készíthető. A magok csírázása a gomba feloltása után körülbelül négy héttel 

indult meg. A csíranövények leszámolásának időpontja egybeesett az aszimbiotikus kultúrák 

40. héten történő utolsó leszámolásával. 

 

Zárt tokból származó magok esetén 

A zárt tokból szimbiotikus táptalajra vetett magok a hidegkezelés alatt mind 

befertőződtek, míg a szobahőmérsékleten tartott 3 Petri-csészéből kettő megmaradt. Gomba 

feloltására nem került sor, csírázás egyik kultúrán sem volt tapasztalható. 

Az alábbi diagrammon (14. ábra) a szimbiotikus táptalajon történő, átlagos csírázási 

százalékok láthatók a vetéstől számított 40. héten. 

 
 

14. ábra: A szarvas bangó szimbiotikus csírázása gomba nélküli illetve gombát is tartalmazó 
kultúrákban 
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A kontroll csoportban az átlagos csírázási százalék 39,7 % volt, míg gomba jelenlétében ez az 

arány 63,8 %-nak adódott. A gomba nélkül csírázott protokormok mind 1-es stádiumúak, igen 

kis méretűek, gömb alakúak és zömmel barnás színűek voltak. A 2-es, rhizodokkal rendelkező 

állapotot egyik protokorm sem érte el. A gomba jelenlétében növekvő csíranövények között 

ezzel szemben a 2-es stádiumig fejlődöttek aránya 5,1 % volt, és 4 darab nagyméretű, 

hajtáskezdeménnyel rendelkező, 3-as stádiumú protokormot is találtam (15. ábra). 

 

 
 

15. ábra: Szimbionta gomba jelenlétében csírázó Ophrys scolopax protokormok 
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A csíráztatási kísérletek eredményei Goodyera repens esetén 

 
A csírázási eredmények kiértékelése 

 

Az avarvirág aszimbiotikus kultúráit bébiételes üvegekben indítottuk meg (a továbbnevelés 

szempontjából jobb), melyeknek a mikroszkóppal történő vizsgálatakor a csírázást csak 

becsléssel lehetett megállapítani. Az egyes protokormok fejlettségi állapotait az alábbi 

táblázat szerint határoztam meg (8. táblázat): 

 

fejlettségi 
állapot jellemzés 

0 nem csírázott mag életképes embrióval 
1 kis méretű, hosszúkás protokorm 
2 megnyúlt protokorm rhizoid szőrökkel 
3 levél megjelenése (etiolált pikkelylevél is)
4 gyökér megjelenése 

 
8. táblázat: A Goodyera repens protokormok fejlettségi állapotainak osztályozása (Stewart, 

Kane 2006; Yamazaki, Miyoshi 2006 alapján módosítva) 
 
 

Aszimbiotikus csíráztatási kísérletek eredménye 

 

A kísérlet során fertőződést egyetlen bébiételes edény esetében sem tapasztaltunk 

egyikfajta táptalajnál sem. 

 A magok csírázásának a kezdete a vetést követő 15. héten volt tapasztalható mindkét 

táptalajtípusnál. Ettől kezdve a csíranövények száma folyamatos növekedést mutatott. Az 

egyes heteken mért átlagos csírázási százalékokat az alábbi táblázat tartalmazza (9. táblázat): 

 

 

9. táblázat: Az avarvirág átlagos csírázási százalékai és azok szórása a kétfajta táptalaj 
esetén 

 

vetéstől számított hetek 15. 17. 19. 21. 23. 25. 29. 

átlagos 
csírázási %  

kontroll 12% 20,1% 22,3% 25,4% 31,4% 33,5% 36,2% 
BA 
jelenlétében 1,8% 11,8% 17,3% 18,8% 24,1% 25,7% 25,1% 

szórás 
kontroll 0,047 0,049 0,058 0,057 0,08 0,09 0,09 
BA 
jelenlétében 0,029 0,035 0,056 0,058 0,095 0,094 0,093 
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A fenti adatok alapján felrajzolható a két csírázási görbe (16. ábra): 

 

 
 

16. ábra: Az avarvirág aszimbiotikus csírázása kétféle táptalajon 

 

 
A 29. héten történő értékelés során a csíranövények fejlettségi állapotait is feljegyeztem. A 

hormonmentes táptalajon az összes protokorm közül az 1-es stádiumban, vagyis a kicsírázott, 

de még sem megnyúlásos növekedést, sem rhizoid-képzést nem mutató állapotban levők 

aránya 26,5 % volt, míg a citokinint tartalmazó talajon ez az érték 22,7 % -nak adódott. A 2-

es stádiumig (intenzív hosszirányú növekedés és rhizoid-szőrök megjelenése) a csíranövények 

30,4 %-a növekedett hormon nélkül, míg BAP jelenlétében ez az arány jóval magasabb, 44,1 

% volt. A 3-as, vagyis leveleket is képző fejlettségi szintet a hormon nélküliek 43,1 %-a, míg 

a megnövelt mennyiségű citokinin jelenlétében növekvőknek csupán 33,2 %-a érte el. 
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.A protokormok fejlettségi állapotainak eloszlását az alábbi grafikon szemlélteti (17. ábra): 

 

 
 

17. ábra: Az avarvirág protokormjai által elért fejlettségi állapotok megoszlása a kétféle 
táptalaj esetén 

 
 

A szekvenciaanalízis eredményei Ophrys scolopax szimbionta gombáinál 

 
A szekvenciák elemzését a 8 db Ophrys scolopax minta és egy Dactyorhiza 

incarnata gyökeréből származó minta esetén végeztük el. A Dactylorhiza incarnata-ra azért 

volt szükségünk, mert az általa szimbiontaként elfogadott gombák skálája igen széles. Ezek 

leginkább a gyakori Ceratobasidium, Thanatephorus, Tulasnella valamint Sebacina 

nemzetség fajai közül kerülnek ki, ezért ez a növényfaj jól használható az élőhelyen jelenlevő 

orchidea mikorrhiza gombacsoportok kimutatására (Illyés et al. 2006). 

A kifejlett bangó egyedek gyökerének és a csíranövények vizsgálatának 

eredményeként az alábbi táblázatban szereplő törzsek ITS szekvenciáit állítottuk elő (10. 

táblázat): 

 
 
 
 
 

 

 

 

10. táblázat: A szarvas bangóból izolált gombacsoportok megoszlása 

izolálási technika bangó egyed fejlettsége törzs kódja gombacsoport 
(alkoholban fixált) kifejlett 6OpX18 Thanatephorus sp. 
gyökérszegmens kifejlett 6OpX1/1A Epulorhiza sp.(II) 
gyökérszegmens kifejlett 6OpX1/3B Epulorhiza sp.(II) 
gyökérszegmens kifejlett 6OpX1/5B Epulorhiza sp.(II) 
peloton kiemelés kifejlett 6OpX1/1pl1 Epulorhiza sp.(II) 
peloton kiemelés kifejlett 6OpX1/1pl2 Epulorhiza sp.(II) 
protokormból csíranövény 6OpX9/1p Epulorhiza sp.(II) 
(alkoholban fixált) csíranövény 6OpX9 Ceratobasidium sp. 
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A 8 Ophrys scolopax-ból származó ITS szekvenciát (ld. melléklet) 16 db 

szekvenálásból származó szekvencia elemzésével állítottuk elő, ugyanis a PCR reakcióban 

felszaporított DNS szakaszt mindkét irányból szekvenáltuk. Ez a lépés igen fontos volt 

ugyanis, az adatok elemzésekor kiderült, hogy a vizsgált gombák többségénél nem egységes 

az ITS szekvencia, vagyis egy egyeden belül többféle kópiában fordul elő. A miáltalunk 

végzett direkt szekvenálással konszenzus szekvenciákat kaptunk. A két irányból történő 

szekvenálással azonban sikerült két jól elkülönülő, egy bázis hosszúságú inzerciós/deléciós 

kópia pár (par1 és par2) szekvenciáját azonosítani. Így valószínűleg nem kaptuk meg az 

összes genomon belül fellelhető ITS paralógot, de a vizsgált gombacsoportok ITS 

variabilitása igen nagy, ezért a konszenzus szekvenciák is jól használhatók a gombatörzsek 

molekuláris taxonómiai azonosításához.  

 
Az Ophrys scolopax vizsgált gombái 3 különböző csoportba különültek (ld. fenti 

táblázat). Minden csoportból egy szekvenciát kiválasztottunk és a BLAST program 

segítségével kikerestük a hozzájuk leghasonlóbb szekvenciákat. 

 

Thanatephorus csoport 

 

Egy szekvencia tartozik ebbe a csoportba: 6OpX18 

Az elsősorban növénypatogénként ismert Thanatephorus nemzetség fajai is lehetnek 

orchidea szimbionták, de ebben az esetben lehet, hogy parazitaként volt jelen a disznók által 

kitúrt bangó gyökérben a kimutatott gomba. 

 
Hasonló szekvenciák (11. táblázat): 
 
 

Accession 
number 

Gazdanövény Hasonlóság 
mértéke (%) Besorolás (nemzetség) 

AB000011  93 Rhizoctonia solani 
(Thanatephorus cucumeris)  

AF354067 Avena spp. 92 Thanatephorus cucumeris 

AB054848  93 Rhizoctonia solani 
(Thanatephorus cucumeris) 

AF354063 (föld) 93 Thanatephorus cucumeris 
(Rhizoctonia solani) 

DQ421056 (föld) 93 Fungi 
 
 

11. táblázat: A Thanathephorus csoportba tartozó gombához leghasonlóbb szekvenciák 
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Ceratobasidium csoport 

 

Egy Ophrys scolopax-ból és két Dactylorhiza incarnata-ból nyert szekvencia tartozik 

ebbe a csoportba: OpX9, 6DI10, 6DI10-1p. 

A Ceratobasidium nemzetség sok faja orchidea szimbionta. Az általunk kapott 

szekvencia Ophrys scolopax csíranövény fixált mintájából származik, így izolált gombatörzs 

nem áll rendelkezésünkre ebből a csoportból. 

 

Hasonló szekvenciák (12. táblázat): 
 
Accession 
number 

Gazdanövény 
(orchidea) 

Hasonlóság 
mértéke (%) Besorolás (nemzetség) 

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. 
AY643803 Pterostylis nutans 90-95 Epulorhiza repens (Rhizoctonia repens) 
EF176581 Pterostylis nutans 90-95 Fungi 
DQ309181 Calluna vulgaris 92-96 Fungi 
DQ061931 Limodorum abortivum 91-95 Russulaceae 
AY643805 Acianthus pusillus 91-95 Fungi 
AJ242895  90-92 Rhizoctonia sp. (Ceratobasidium) 
AJ242894  90-92 Rhizoctonia sp. (Ceratobasidium) 
AB196651 (föld) 88-94 Ceratobasidium sp. 
AJ419931 Pinus sylvestris 89-95 Rhizoctonia sp. 
DQ028807 Pterostilidinae 90-94 Ceratobasidium sp. 
AY634128 Epipactis helleborine 91-95 Ceratobasidiaceae 

 

12. táblázat: A Ceratobasidium csoportba tartozó gombákhoz leghasonlóbb 
szekvenciák (aláhúzásssal az orchideafajokat jelöltük) 

 

Epulorhiza csoport 

 

Hat darab szekvencia tartozott az Epulorhiza csoportba: 6OpX1-1A, 6OpX1-3B, 

6OpX1-5B, 6OpX1-1pl1, 6OpX1-1pl2, 6OpX9-1p. 

Ezek a gombák biztosan az Ophrys scolopax szimbiontái, mert csíranövényből és 

kifejlett egyed gyökeréből is sikerült kimutatni, sőt a peloton kiemeléssel izolált gomba is 

ebbe a csoportba tartozik. Gyakorlatilag mindegyik szekvencia megegyezik, sőt az ITS régió 

498. helyén levő, az ITS kópiák egy részét érintő G bázis inzerciója is mindegyik 

szekvenciában kimutatható (par1, par2). 
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Hasonló szekvenciák (13. táblázat): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

13. táblázat: Az Epulorhiza csoportba tartozó gombákhoz leghasonlóbb szekvenciák 

 

Sebacinaceae csoport 

 

Csak egy, a kontrollként használt Dactylorhiza incarnata in situ csíráztatott 

egyedéből származó szekvencia tartozik ebbe a csoportba: 6DI2-1p. 

Lápréti orchideák szimbionta gombáival foglalkozó vizsgálatokban ritkán izolált 

szimbionta gomba csoportnak bizonyult. Sebacinaceae taxonokat kevés helyről és kevés 

orchidea fajból tudtak csak kimutatni (Illyés et al. 2006). Az élőhely szimbionta gomba 

gazdagságát jellemzi ezen csoport képviselőjének felbukkanása. 

 

Hasonló szekvenciák (14. táblázat): 

 

 

 

 

 

 

 

14. táblázat: A Sebacinaceae csoportba tartozó gombához leghasonlóbb szekvenciák 

Accession 
number Gazdanövény (orchidea) Hasonlóság 

mértéke (%) Besorolás (nemzetség) 

AJ744851 Robinia pseudoacacia 79-80 Fungi 
DQ421308 (talajból) 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. (II-es csoport) 
AJ313458 Spathaglotis plicata 61-62 Epulorhiza sp. (II-es csoport) 
AJ313457 Spathaglotis plicata 61-62 Epulorhiza sp. (II-es csoport) 
AJ313456 Spathaglotis plicata 60-62 Epulorhiza sp. (II-es csoport) 

Accession 
number Gazdanövény (orchidea) Hasonlóság 

mértéke (%) 
Besorolás 

(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 (erdőtalajból) 87 Sebacinaceae 
DQ352049 Ceratostema reginaldii (Ericaceae) 89 Sebacinales 
AY634132 Epipactis palustris 82 Sebacinaceae 
DQ273405 Lithocarpus densiflorus 84 Sebacinaceae 
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Az alábbi ITS szekvenciák eltérésein alapuló fán (18. ábra) az Ophrys scolopax és a 

Dactylorhiza incarnata vizsgált szimbionta gombáinak rokonsági viszonyai látszanak a NCBI 

Gen Bank adatbázisában szereplő leghasonlóbb szekvenciák és leghasonlóbb faji szinten 

meghatározott gombák szekvenciáival, mint csoportazonosítokkal kiegészítve. A fa 

elkészítésekor nem volt célunk a szimbionta gombák pontos molekuláris taxonómiai 

helyzetének megjelenítése, csak a korábbi vizsgálatok során kapott nagyobb szimbionta 

csoportokba történő besorolás. A fát a TreeView programm segítségével készítettük. 

 
 

 
 
 
 

18. ábra: Az Ophrys scolopax és a Dactylorhiza incarnata vizsgált szimbionta gombáinak az 
ITS szekvenciák eltérésein alapuló rokonsági viszonyai 
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A szekvenciaanalízis eredményei Goodyera repens szimbionta gombáinál 
 

Az avarvirág gyökeréből összesen 14 darab gombatörzset sikerült izolálnunk, 

melyek közül négyet molekuláris módszerekkel azonosítottunk. A kapott szekvenciák közül 

az ITS1 primerrel készültek értékelhetetlennek bizonyultak, míg azok a minták, melyekhez az 

ITS4 primert használtuk, megfelelő eredményt adtak. Ezután a BLAST illesztőprogram 

segítségével kikerestem az adatbázisban található leghasonlóbb szekvenciákat, melyeket az 

alábbi táblázatokban foglaltam össze. 

A 7GR2-7B, 7GR3-2B illetve 7GR3-4A jelzésű gombatörzsekből származó 

szekvenciákhoz az adatbázisban talált leghasonlóbbak (15. táblázat). A szekvenciák a 

szerzőnél elérhetőek, nemzetközi adatbázisban való elhelyezésük folyamatban van. 

 

 

 

 

 

 

 

 

15. táblázat: A 7GR2-7B, 7GR3-2B illetve 7GR3-4A (tisztítás után azonosnak bizonyult) 
szekvenciákhoz az adatbázisban talált leghasonlóbb szekvenciák 

 

A 7GR2-4B jelzésű gombatörzs morfológiailag is elkülönült a másik három vizsgált 

törzstől, amit a szekvencia analízis is megerősített. Az ehhez a törzshöz leghasonlóbb gombák 

szekvenciáit az alábbi táblázat tartalmazza (16. táblázat): 

 

 

 

 

 

 
 

16. táblázat: A 7GR2-4B gombatörzshöz leghasonlóbb szekvenciák 

Accession 
number Gazdanövény (orchidea) Hasonlóság 

mértéke(%)
Besorolás 

(nemzetség) 
AB290020   97 Ceratobasidiaceae 
AM231389 (hervadt növényi anyagból) 96 Fungi  
AY805606 Picea abies  96 Ceratobasidiaceae 
AB290022   94 Ceratobasidiaceae 
AM697956 Gymnadenia conopsea 94 Fungi  
AY634127 Epipactis palustris 94 Ceratobasidiaceae 

Accession 
number 

Gazdanövény 
(orchidea) 

Hasonlóság 
mértéke(%) Besorolás (nemzetség) 

EU622272   97 Hypholoma appendiculatum  
AY461832   96 Coprinellus micaceus  
AM902093 (házi porból) 93 Basidiomycota 
AB176577 Epipogium roseum 92 Basidiomycota 
AY461815   92 Coprinellus radians  
AY461818   91 Coprinellus radians  
EU168106   90 Coprinellus xanthothrix  
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Értékelés 

 
Csírázási eredmények értékelése Ophrys scolopax-nál 

 

In situ csíráztatási kísérletek értékelése 
 

A terepi csíráztatási kísérletünkben összesen 20 db, diakerettel merevített, magokat 

tartalmazó hálót helyeztünk ki az élőhelyre, melyek közül kettőben meg is indult a magok 

csírázása. A két, protokormokat tartalmazó diakeret az élőhely két különböző pontjáról 

származott, azonban igyekeztünk úgy megválasztani a két helyszínt, hogy a magok közel 

azonos környezeti feltételek közé kerüljenek. Mindkét ponton a keretek egy méteres 

körzetében volt egy-egy kifejlett Ophrys scolopax növény, és mindkét hely azonos, 

viszonylag szárazabb területen helyezkedett el. A kihelyezett magok alacsony csírázási 

százalékát a kedvezőtlen, száraz időjárási körülmények okozhatták, valamint az a tény, hogy a 

szimbionta gombák hifái általában igen kis tömegben fordulnak elő a talajban és csak az élő 

orchidea tövek környékén dúsulnak fel egyes esetekben (Rasmussen 1993; Illyés et al. 2007). 

Emiatt a mag és a gombahifa egymásra találása természetes körülmények között ritka 

jelenség. A szűrőpapír csírázást serkentő hatását, mely az orchidea szimbionta gombák 

celluláz aktivitásán alapul, nem sikerült kimutatnunk, mivel a két, csíranövényt tartalmazó 

háló közül az egyik nem tartalmazott szűrőpapírt. A begyűjtött protokormokból izoláltunk és 

molekuláris módszerekkel azonosítottunk szarvas bangó szimbionta gombapartnereket. Ezek 

közül a legnagyobb számban előkerülő Epulorhiza csoportból egy törzset a későbbi, 

laboratóriumi körülmények között történő szimbiotikus csíráztatási kísérleteink során 

sikeresen fel tudtunk használni a csírázási százalékok javítására. Ezen kívül az egyik, terepen 

csírázott protokormot egészen zöld levelekkel és raktározó gumóval is rendelkező állapotig 

sikerült nevelnünk (19. ábra). 
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19. ábra: In situ csírázott protokormból laboratóriumi körülmények között nevelt Ophrys 
scolopax magonc. A képen a növény gumójába visszahúzódott állapotban látható. 

 
 
Laboratóriumi csíráztatási kísérletek értékelése 

 
A hidegkezelésen átesett kultúrák között a fertőződési arány feltűnően nagy, több 

mint 50 %-os volt, akár kinyílt magtokból, akár zöld tokból származó magokról volt szó. Ez 

több dologra is enged következtetni. Egyrészt arra, hogy az általunk használt fertőtlenítési 

eljárások nem voltak 100 %-os hatékonyságúak, másrészt arra, hogy a +4°C-os hidegkezelés 

esetleg kedvezően hathat a fertőződést okozó gombák és baktériumok életciklusára. Azonban 

nem szabad kizárnunk a kedvezőtlenebb tárolási körülményekből adódó nagyobb fertőződési 

arányt sem. 

A végig szobahőmérsékleten tartott magoknál a csírázás a vetés utáni 24. héten 

indult meg, majd a 32. hétig lassú emelkedést mutatott. Az ezután tapasztalt hirtelen 

növekedés például a felhasznált magkeverék heterogenitásával magyarázható. Mivel nem 

egyetlen növény magjait használtuk fel, így előfordulhat, hogy a magokat szolgáltató 

állományban kétféle csírázási idejű magtípus terjedt el. A magok heterogenitására Malmgren 

(1992) is felhívja a figyelmet. A sterilizációs eljárás során ugyanis megfigyelte, hogy 

bizonyos magvak felúsznak a folyadék felszínére, míg mások lesüllyednek. Ez a magokat 

borító testa eltérő szerkezetére utalhat. Ennek a belső maghártyának a keménysége, 
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átjárhatósága fajonként különböző, sőt egyazon fajon belül is változhat. Ezért hozhatnak 

eltérő csírázási eredményeket az egy vetésből származó magvak. 

A hidegkezelésen átesett magoknál a hideghatás a csírázást megelőző nyugalmi 

állapotot megnyújtotta, így azok az előzetes várakozásoknak megfelelően, két hónapos 

késéssel csíráztak ki a kontrollhoz képest. A hideghatás csírázásnövelő hatása, melyet számos 

szerző (Szendrák 1997; Malmgren 1992) leír, nem volt kimutatható, mert a hidegkezelés 

befejezését követő 32. héten mért csírázás nem haladta meg a nem hidegkezeltek 32. héten 

mért csírázását. 

Sokak szerint a félérett magok a legalkalmasabbak a csíráztatási kísérletekhez, mivel 

a legfőbb csírázásgátló réteg, a testa, ekkor még átjárhatóbb a víz számára (Lucke 1981). A 

mi esetünkben azonban ezt nem sikerült igazolnunk, ugyanis a zöld tokból vetett magok 

között csírázás egyetlen esetben sem volt megfigyelhető. Valószínűleg az általunk végzett 

beporzás és maggyűjtés közt természetes úton bekövetkezett megtermékenyítés 

eredményeként létrejött magok embriói még túl fejletlenek voltak. 

A szarvas bangóval végzett szimbiotikus csíráztatási kísérletek során a magok a 

gomba jelenlététől függetlenül minden tenyészetben kicsíráztak. Azoknál a Petri csészéknél 

azonban, melyeknél a szimbionta gombát is a táptalajra oltottuk, az átlagos csírázási százalék 

jóval magasabb volt a kontroll csoporténál, ezen kívül az ilyen kultúrákban nagyobb méretű 

és magasabb fejlettségi állapotot elért protokormokat találtunk. A mikorrhiza gombának a 

csírázásra gyakorolt pozitív hatását Bonnardeaux és munkatársai (2007) is leírták. Az ő 

kísérleteikben a felhasznált négy terresztris orchideafaj magvai mind nagymértékű és gyors 

csírázást produkáltak a különböző szimbionta gombák jelenlétében, ami vélhetően a gomba 

magköpenyt emésztő hatásából adódott. A megfigyeléseik során azonban leveles állapotig 

csak azok a protokormok tudtak eljutni, melyek a saját, kompatibilis gombafajukkal képeztek 

hosszútávú kapcsolatot. 

Feltételezésünk szerint az általunk in situ csírázott protokormból és gyökerekből is 

izolált Epulorhiza szerű gomba a kompatibilis gombapartnere lehet a szarvas bangónak. Ezt 

nem csak az támasztja alá, hogy protokormból is ezt a gombacsoportot mutattuk ki, hanem 

leveles, gumót képző állapotig jutott el az egyik csíranövényünk a gombával együtt 

nevelkedve (ld. in situ csírázási kísérletek). 
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Csírázási eredmények értékelése Goodyera repens-nél 

 

 
A magok csírázása már a vetés utáni 15. héten megindult, mindkét táptalaj esetén. 

Az átlagos csírázási százalékok ezután egy telítési görbe mentén folyamatosan emelkedtek. 

Az 1 μM benzilaminopurint tartalmazó táptalajon már a legelső mérés alkalmával 

alacsonyabb csírázást tapasztaltunk, és ez az arány végig megmaradt a kontroll csoporthoz 

képest. Ez látszólag ellentmond Steele (1995) közlésének, miszerint a táptalajban levő 

citokinin elengedhetetlen az érett magok kicsírázásához. Nem szabad azonban elfelejtenünk, 

hogy a táptalajokhoz adott ananászlé is tartalmazhatott bizonyos mennyiségű citokinin hatású 

vegyületet, így lehetséges, hogy együttesen már túl nagy mennyiség került a talajba ebből a 

hormonból. Ez viszont a legtöbb esetben a csírázás gátlását eredményezi (Stewart 2006; 

Tomita 2002). A benzilaminopurin csírázást hátráltató hatása a protokormok fejlettségi 

állapotaiban is nyomon követhető. A BAP-ot nem tartalmazó táptalaj esetén a csíranövények 

döntő többsége a 29. héten történő számlálás alkalmával a leveleket is hozó 3-as stádiumban 

volt, míg a BAP jelenlétében növekvő protokormok legnagyobb része (44,1 %-a) csak a kettes 

növekedési stádiumig jutott, vagyis mintegy le voltak maradva a kontroll csoporthoz képest. 

Bár a lassú csírázások miatt a növények továbbnevelése nem képezte a dolgozat 

témáját, de előzetes eredmények már születtek a jövőbeni növényneveléshez. Az 

aszimbiotikusan nevelt G. repens növények először egy táptalaj felszínén futó leveles hajtást 

képeznek, melyek fényre rakva megzöldülnek, további leveleket hoznak és a mi esetünkben 

az első gyökér a vetést követő 78. héten (1,5 év!) alakult csak ki (20. kép). A többi orchidea 

csoportnál, pl. Ophrys-nál is hormonmentes táptalajon a zöld leveles stádiumot közvetlenül 

követi a gyökérképződés. 
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20. kép: 78 hetes Goodyera repens magonc. A kép bal oldalán a fejlődő gyökérkezdemény 
látható. 

 

 

A szimbionta gombák azonosításának értékelése Ophrys scolopax-nál 

 

 
Az Ophrys scolopax vizsgált gombái 3 különböző csoportba különültek el a 

szekvencia analízisek alapján. A Thanatephorus nemzetség tagjai közé elsősorban 

növénypatogénként ismert gombák tartoznak (pl. Thanatephorus cucumeris) de 

előfordulhatnak a gazdanövénnyel szimbionta kapcsolatban álló fajok is. A mi esetünkben, 

mivel vaddisznók által kitúrt egyedekből származtak a mintáink, így a növényi szövetek 

sérülése és kiszáradása miatt valószínűleg az előbbiről volt szó. A Ceratobasidium nemzetség 

gyakori orchidea szimbionta csoport, számos orchidea faj gyökeréből izolálták már őket 

(Bidartondo et al. 2004), ezért az izolált gombáink között való előfordulásuk várható volt. A 

szarvas bangó legjellemzőbb mikorrhiza-képző gombái azonban az Epulorhiza szerű 

csoportba tartoznak. Ezeket a gombákat sikerült a kifejlett növény gyökeréből és 

protokormokból is kimutatni, sőt a peloton kiemelés során is ezt a nemzetséget azonosítottuk, 

ami egyértelműen bizonyítja a gombacsoport szimbionta voltát. Gyakorlatilag mindegyik 

általunk kapott szekvencia azonos, sőt az ITS régió 498. helyén levő inzerció is mindegyik 

szekvenciában kimutatható (par1, par2). Egy gombafajról van tehát szó, amihez hasonló 
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szekvencia még nincs a nemzetközi génbankban. A korábbi hazai orchidea szimbionta 

vizsgálatok ilyen típusú gombákat száraz, vagy időszakosan kiszáradó és bolygatott 

élőhelyekről mutattak ki az alábbi orchidea fajokból: Orchis militaris, Epipactis palustris, 

Ophrys sphegodes, Orchis purpurea, Cypripedium calceolus, Dactylorhiza incarnata 

(Ouanphanivanh, Illyés 2006). Az általunk vizsgált kunpeszéri Ophrys scolopax lelőhelyen 

készített cönológiai felvétel növényfajainak fitoindikációs elemzésével (WB = relatív talajvíz, 

talajnedvesség igény) kimutatható az élőhely változó vízállapota (Horváth et al. 1995). Hiába 

nagy borítású a Molinia coerulea, ami a környező lápréteken is dominál és üde élőhelyet jelöl 

(WB: 7 = nedvességjelző növény, a jól átszellőzött, nem vizenyős talajok növénye), de 

kifejezetten szárazságtűrő (WB: 2-3) fajok is előfordulnak a felvételben: Linum austriacum, 

Festuca pseudovina, Campanula sybirica, Ononis spinosa. Vagyis a mi vizsgálatainkban is 

időszakosan kiszáradó élőhelyről sikerült az Epulorhiza szerű gombákat kimutatni. 

 

 

A szimbionta gombák azonosításának értékelése Goodyera repens-nél 
 

 

Az avarvirág szimbionta gombáit korábbi művekben főként morfológiai alapon 

vizsgálták és legtöbbször Ceratobasidium-ként azonosították őket (Alexander 1982; 

Alexander, Hadley 1983; Mollison 1943; Purves, Hadley 1976). Ezen gombák molekuláris 

alapon történő meghatározása mindezidáig nem történt meg, legalábbis a nemzetközi NCBI 

adatbázisban (www.ncbi.nlm.nih.gov/) Goodyera repens-ből származó gombák szekvenciái 

nem találhatók. Ezért vizsgálataink során fő célunk az általunk izolált gombák ITS alapon 

történő meghatározása, illetve tiszta szimbionta-törzsként való fenntartása volt, melyeket a 

későbbi szimbiotikus csíráztatási kísérleteink során fel tudunk használni. 

A molekuláris alapon történő azonosítás eredményeként a négy vizsgált 

gombatörzsünkből az egyik a tintagombák (Psathyrellaceae, Agaricales) rokonsági körébe 

tartozhat, mivel nagyfokú hasonlóságot ezen gombákból származó ITS szekvenciákkal mutat. 

A Coprinus nemzetség egyes fajait egy klorofill nélküli orchidea, az Epipogium roseum 

gyökeréről mint orchidea mikorrhiza azonosították (Yamato et al. 2005), így nem 

elképzelhetetlen, hogy a mi esetünkben is szimbionta gombaként volt jelen a vizsgált 

gombatörzs. 
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A másik három törzsből származó szekvencia a tisztítás után teljesen azonosnak 

adódott, habár a gombák két különböző növény különböző gyökérszegmenseiből lettek 

kitenyésztve. A három törzsről az azonosítás után kiderült, hogy Ceratobasidium 

nemzetségébe tartoznak. Ez egybevág a korábbi morfológiai alapon történő azonosítások 

eredményeivel. 
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Összefoglalás 
 

A hazánkban élő mérsékelt övi orchidea-ritkaságok aktív védelemre szorulnak, 

részben élőhelyeik beszűkülése, részben sajátos ökológiai és szaporodásbiológiai igényeik 

miatt. A Magyarországról nemrégiben eltűnt avarvirág (Goodyera repens (L.) R. Br.) és a 

fokozottan védett szarvas bangó (Ophrys scolopax Cavan.) ex situ (élőhelyen kívüli) 

kultúráinak létrehozása döntő fontosságú lehet az adott faj visszatelepítésének, illetve a hazai 

állományok megerősítésének szempontjából. Az orchideák generatív szaporítását kétféle 

módon végezhetjük el. Az aszimbiotikus kultúrák létrehozásakor a növényt a szimbionta 

gomba felhasználása nélkül neveljük, míg szimbiotikus növényneveléskor a csírázó orchidea 

és a mikorrhiza gomba közös tenyészetbe kerül. Az élőhelyre való visszatelepítés 

szempontjából a szimbiotikus nevelés bizonyult előnyösebbnek, mivel tapasztalatok szerint 

ekkor több növény marad életben a kiültetés után. Az aszimbiotikus csíráztatási 

kísérleteinkben a magok sterilizálásának körülményeit, a táptalajok, a hidegkezelés, valamint 

a citokinin hatását vizsgáltuk a magok csírázására. A vizsgált két orchideafaj számára a 

felhasznált aszimbiotikus táptalajok megfelelőnek bizonyultak, mivel a magok az alkalmazott 

talajok mindegyikén magas csírázási százalékokat produkáltak. A hidegkezelés megnyújtotta 

a nyugalmi periódust, de a csírázási százalékot nem emelte meg, ezen kívül a kultúrák 

fertőződése szempontjából is hátrányosnak bizonyult. A citokinin 1 µM-os koncentrációban 

gátolta a csírázást és a protokormok fejlődését. A szimbiotikus táptalajon levő magvaknál a 

csírázás később következett be, de a gomba ráoltását követően felgyorsult, és jóval 

meghaladta az aszimbiotikus kultúrákét. A növények szimbionta gombatörzseit PCR 

technikán alapuló szekvencia analízissel azonosítottam, melyben az ITS régiót vizsgáltam. Az 

élőhelyen végzett in situ csíráztatási kísérleteink is eredményesnek bizonyultak. Az ilyen 

módon fejlődésnek indult protokormból ugyanis egy raktározó gumót és fotoszintetizáló 

leveleket fejlesztő növényt tudtunk nevelni, míg a belőle izolált szimbionta gomba 

nagymértékben segítette a laboratóriumi csíráztatási kísérleteket. 
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Függelék 
 

 

1. függelék 

Az Ophrys scolopax csíráztatásának és gyűjtésének helyszínén végzett cönológiai felvétel 
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1. függelék  

GPS 007 (WGS 84) N 47,11639
E 19,260639

felvételezés ideje 2006. július 28. 
borítás 100% 
magasság 30-55 cm 
fajszám 43 

latin név borítás (%)
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.  + 
 


