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1. A MUNKA ELOZMENYEL KITUZOTT CELOK

Doktori értekezésem témaja a magyarorszagi vadon €16 orchideafajok ex situ szaporitasanak
lehetéségei. A kozel 880 nemzetséget (CHASE et al. 2015) és 25-30.000 fajt szamlalod
Orchidaceae — kosborfélék a ndvényvilag legfajgazdagabb csaladja (CHASE et al. 2003; PILLON
¢s CHASE. 2007). Ezzel egyidejlileg talan ez az egyik legnagyobb faji diverzitassal rendelkezd,
viszont az egyik legsebezhetébb novénycsoport is (CLEMENTE 2009). Az Orchidaceae csaladba
lagyszart, éveld fajok tartoznak, életformdjuk alapjan lehetnek epifita (fan lako), litofita
(sziklalako), és terresztris (talajlako) fajok. A talajban vagy fakon gyokerezd orchideak kozott
ugyanakkor érdemes emlitést tenni a kisz6 életformarol is, amely a trépusokon, kiilonosen a
Vanillioidae alcsaladban igen elterjedt. A mérsékelt égovon vadon kizarolag terresztris fajokat
talalunk, igy hazénkban is, talajlaké orchideafélék élnek. Magjaik aprok, endospermium
hianyaban egyediil képtelenek a csirazasra, ehhez ugynevezett orchid mikorrhizakra, szimbionta
gombapartnerekre van sziikségiik. EX Situ csiraztatasuk ¢és termesztésbe vonasuk még a
szakemberek szamadra is igen nagy kihivast jelent. Rendkiviili szépségiik miatt és az emberi faj
O0rokos nagyravagyasa és egzotikumok iranti vonzodasa miatt egyre tobb probalkozas indul el a
termdhelyiiktdl tavoli szaporitdsuk és nevelésiik irdnyéaban.

Mindezek mellett, legtobbjiik nagyon érzékeny a kornyezetiik legkisebb valtozasara is. Ezért is
valtak ilyen gyorsasaggal és ekkora mértékben veszélyeztetett fajokkd. Az elmult kozel 30 év
soran egyre novekvo tendenciaval csokkennek az eurdpai terresztris orchidea fajok természetes
¢léhelyei (BARMAN ¢és DEVADAS 2013), amely sordn a populacidk csokkenése egyre tobb
esetben visszafordithatatlan, és vezet az adott populacid teljes kihalasahoz. A természetes
¢léhelyek csokkenése nem csak az emberi beavatkozdsoknak koszonhetd, hanem a
klimavaltozasnak 1s, amely hatdsara az ¢l6helyek abiotikus ¢€s biotikus egyensulyanak
megvaltozasa az orchidea populaciokra is jelentds, leggyakrabban negativ hatast gyakorol.

A gylijtési, birtoklasi vagy okozta nagyfoku kereskedelem hatdsara tobb faj is kipusztuldssal
fenyegetetté valt. Ennek megakadalyozasaban oriasi szerepe van az 1973-ban, Washingtonban
kiadott CITES (Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Flora and
Fauna) egyezménynek, mely az Osszes orchideafajt védelem ald helyezte, kereskedelmiik a
megfeleld védettségi kategoria (Appendix I, Appendix II.) szerint szabalyozotta valt MATHEW
¢s BURTON 1994). A fentiekkel egybecseng hazank 1996. évi LIII. térvénye (a természet
védelmérdl), miszerint Magyarorszagon minden orchideafaj ex lege védett.

A Biologiai Sokféleség Egyezményt, mely Ri6 de Janeiroban 1992-ben jott Iétre,
Magyarorszag az 1995. évi LXXXI. térvénnyel hirdette ki. Az Egyezmény szellemében hazank

kotelezettséget vallalt a magyarorszagi fajok, bioldgiai rendszerek sokféleségének megorzésére.



A 9. cikkely az ex situ megérzés kotelességérdl szol. Hazai orchidedink ex situ megdrzésével
kapcsolatos kutatdsaimat és dolgozatomat is ennek az Egyezménynek szellemében végeztem és
készitettem el.

Doktori kutatdsaim soran a fent emlitett tényezOk okan a hangsulyt a hazankban eléfordulo
veszélyeztetett orchideafajok, kiemelten a fokozottan védett Himantoglossum adriaticum ex situ
védelmére helyezve, munkam fébb célkitlizései a kdvetkezok voltak:

e A Himantoglossum adriaticum in vitro csiraztatasi és tenyésztési koriilményeinek
kidolgozésa és optimalizalasa: a mddositott FA téptalaj pH, kélium (kalium-klorid) és nitrogén
(ammonium-nitrat) optimuménak meghatarozasa, a kokuszviz és az eziist-nitrat adagolas
hatasanak vizsgalata a faj magjainak csirazasi idejére és erélyére, valamint a novénynevelés fizikai
paramétereinek, optimalis tartasi koriilményeinek megallapitasa.

¢ A Himantoglossum adriaticum gyokerébdl a vele egyiitt é16 gombapartnerek kitenyésztése
benomilos malata agaron, bengalrdzsas malata agaron illetve PDA taptalajon.

e A Himantoglossum adriaticum gyokerébdl kitenyésztett gombafajok pH optimumainak
meghatarozasa PDA taptalajon, 0sszevetése az orchidea faj taptalaj pH optimumaval.

e A Himantoglossum adriaticum magok és a gyokérbdl kitenyésztett gombafajok
szimbiotikus csiraztatési kisérlete H1 zabagaron.

e A Himantoglossum adriaticum gyokeréb6l az endo- és ektomikorrhiza gombapartnerek
1zolalasa, meghataroztatasa molekularis genetikai vizsgalatokkal.

e Az in vitro nevelt Himantoglossum adriaticum névények kiiiltetése, életben maradasi

sikerességének megfigyelése az altalunk kevert kdzegben és az €16helyérdl hozott talajban.



2. ANYAG ES MODSZER
2.1. A H.adriaticum magok in vitro aszimbiotikus csiraztatasi kisérletei

2.1.1. Az in vitro aszimbiotikus csiraztatasihoz felhasznalt H. adriaticum magok eredete,
tarolasa, mennyisége

Az in vitro csiraztatasi kisérletekhez felhasznalt Himantoglossum adriaticum magok a faj
hazai ¢l6helyei koziil négy helyrdl: a nagyteveli, a keszthelyi, a Stimeg-Tapolca kozti és a kdszegi-
hegységi élohelyekrdl szarmaztak. A maggytijtésekre 2016-2019 julius-augusztusaban keriilt sor,
amikor a toktermések beértek, faluk megszaradt. A maggyiijtés soran az alap terv az volt, hogy a
négy ¢ldhely populacidibol 10-10 egyedrdl 3-3 tokot gytijtiink 0ssze, majd ezek magkeverékét
vetjikk el. A kiilonbozd években a populaciok kiilonbozé viragzo egyed mennyisége €s azok
termésszdma azonban évente némi valtozasra kényszeritett minket, hiszen a prioritds minden
esetben az volt, hogy csak annyi tokot és magot hozzunk el az éldhelyekrdl a kisérletek
elvégzéséhez, amely a populacié fennmaraddsat nem befolydsolja. Kordbbi vizsgalataink alapjan
varianciaanalizis, valamint szignifikans differencia szamitas soran mar meghataroztuk, hogy nincs
szignifikans kiilonbség a kiilonbozé ¢€ldhelyekrdl szarmazd magok csirdzasi atlagai kozott
(GILIAN 2015), igy a magvetés soran tudtuk, hogy nem okoz gondot az, hogy az egyes magok
mas-mas éléhelyrdl szarmaznak, igy az sem, hogy a magkeverékben milyen aranyban oszlik meg
az egyes €l6helyekrol szarmazo magok mennyisége. A magokat felhasznalasukig sotét hiitében,
4°C-on, 2 ml-es eppendorf csévekben taroltuk, szaritas nékiil. Minden kisérlet soran a magvetések

alkalmaval megkdozelitéleg 500-500 db mag keriilt a taptalajok felszinére.

2.1.2. Az in vitro aszimbiotikus magvetés kisérletei, taptalaj modositasok

Az in vitro csiraztatas soran a lombikok sterilizalasara, a taptalajfézésre, annak steril boxban
lombikokba adagolasara, a magok eldkezelésére, a magvetésekre €s a csirandvények attlizdelésére
minden alkalommal a Szent Istvan Egyetem Genetikai, Mikrobiologiai és Biotechnologiai
Intézetének laboratdriumaban, steril koriilmények kozott keriilt sor. Magvetéshez modositott FA
taptalajt (R. ESZEKI és SZENDRAK 1992) hasznaltam alapul, ezt moddositottam minden
alkalommal a kisérleteimnek megfeleléen (1. tdblazat). Az elkészitett taptalajt kuktadba helyezve,
forrastol szamitva 40 percig, 120°C-on f6zve sterilizaltam. Sterilizalas utan a forro, még folyékony
taptalajt hidegvizes kadban folyamatos mozgatassal hiitdttem 3-5 percig, majd steril fiilke alatt az
eldre sterilizalt lombikokba kiadagoltam. Dermedés utan a lombikok szajat a fertézddések ¢€s a
kiszaradas ellen kétszeres 1égateresztd foliaval fedtem le. A sterilezett modositott FA taptalajt a
magvetés eldtt 5-7 nappal készitettem el. A taptalajkészités és a magvetés kozott eltelt 1dot

inkubacids idéként hasznaltam, melynek soran az esetleges befertézddések még magvetés eldtt



lathatova valtak a lombikokban. Az esetleges fertézott lombikokat azonnal kivalogattam,
sterilizaltam, kiontottem.

1.tdblazat: Az egyes kisérletek soran az altalam modositott 6sszetevok és mennyiségiik az alap

taptalajhoz képest.
Kisérlet Osszetevo(k) Uj mennyiség
Tripton (pepton

Pepton cseréje kazeinbdl) 1g/1200ml
Fe-EDTA cseréje MS Mesoelements 6m1/1200ml
Heller-mikro Heller-mikro 0,6ml/1200ml

pH 4,5 — 8,5 beallitdsahoz
pH sor TNaOH, |HCl megfeleld
K igény KCI 40;120;200;280;360 mg/1200ml
N igény NHiNOs3 40;120;200;280;360 mg/1200ml
Baktericid, novekedésserkentd, AgNO; 4mg/1200ml
etilén-gatlo
Csirdzas- és névekedésserkentd Kokuszviz 10;20;30;40;50 ml/1200ml
Baktericid, Csirdzds- &s AgNOz+kokuszviz 4 mg/1200ml + 25m1/1200m|

novekedésserkentd, etilén-gatlo
hatas egyiittes megfigyelése

Az egyes kisérletek soran a kovetkezoket modositottam a tiptalajban: a peptont minden
alkalommal triptonra cseréltem. Ennek oka, hogy a pepton éltalaban szdjafehérje, amelyet az Un.
papain enzim részlegesen mar lebontott. Ezzel szemben a tripton altalaban kazein (tejfehérje),
amelyet az un. tripszin bont le részegesen. A triptonnal dsszevetve a peptonban magasabb a
szénhidrat tartalom, de alacsonyabb a nitrogén tomegszazalékos aranya. A taptalaj magasabb
felvehetd nitrogén tartalmanak novelése érdekében valasztottam a triptont. A Fe-EDTA-t minden
alkalommal ,,MS mesoelements”-ként adtam a taptalajhoz. Az MS Mesoelements gyakorlatilag
megfelel a Fe-EDTA-nak, de egyénileg, a Szent Istvan Egyetem Genetikai, Mikrobioldgiai és
Biotechnolégiai Intézetének laboratoriumaban allitjak ossze, €s folyékony halmazallapotd, ezért
igen pontosan adagolhaté. A Heller-mikro (specialis mikroelemek) 0Osszetevéi ugyanazok
maradtak, de R. Eszéki Esztertdl, az ELTE Fiivészkertjének orchidealabor vezetdjétdl egy uj
koncentratumtl oldatot kaptam, melybdl 0,5 ml/l mennyiséget kell hasznélni a taptalajhoz, igy
annak koncentratumat ennek megfeleléen minden alkalommal 0,6 ml/1200 ml-re csokkentettem.

A 2016-0s és 2017-es gylijtésii magok esetében a faj szadmara optimalis pH meghatarozasanak

érdekében a taptalaj pH pontos bedllitdsdhoz annak csdkkentésére 1 molos sosavat (hidrogén-



klorid), novelésére pedig natronligot (natrium-hidroxid) hasznaltam. Ezek segitségével a
kovetkezo 6t féle pH-t allitottam be: pH 4,5; pH 5,5; pH 6,5; pH 7,5; pH 8,5.

A 2018. évben gylijtott magok esetében az optimalis kalium igény meghatarozasa érdekében
a taptalaj kalium-klorid tartalmét valtoztattam 40; 120; 200; 280 ¢és 360 mg/1200 ml
mennyiségekre. Az optimalis nitrogén igényt a triptonra vald valtdson kiviil a 2018. évben a
taptalaj ammonium-nitrat mennyiségének 40; 120; 200; 280 és 360 mg/1200 ml-es valtoztatasaval
is megfigyeltem. Mindkét esetben a taptalajt a mar az el6z0 évek kisérleteinek eredménye alapjan
megallapitott optimalis pH-ra allitottam be.

A 2019-es évben, a kokuszvizes kisérlethez hasznalt kokuszviz élelmiszerként forgalmazott,
z6ld kokuszdiobol nyert DM markaja bio kokuszviz volt.

A 2016-ban begyijtott magok elvetésekor minden pH esetében 12-12 lombiknyi (8sszesen
60), a 2017-ben gylijtott magok elvetésekor pedig 5-5 lombiknyi, tehat Gsszesen 25 lombiknyi
vetést készitettem el. A 2016. augusztusdban begyijtott magok elvetésére sajnos a laboratdériumi
felszerelés berendelési folyamatanak csuszasa miatt csak 2017. januéar 30-an keriilt sor. Ekkor az
elvetett magok a hiitében, 4°C-on tarolva, 5 honapot alltak. A 2017. augusztusaban gylijtott
magokat 4 nappal a begytijtés utan vetettem el.

A 2018-ban gyiijtott magok esetében mind a kalium-kloridos, mind az ammonium-nitratos sor
esetében minden mennyiségbdl 3-3 lombiknyit, tehat 6sszesen 15-15 lombikkal vetettem el.
2.1.3. Az in vitro aszimbiotikus magvetés, tarolas az elsé protokormok megjelenéséig

A H. adriaticum magjainak in vitro aszimbiotikus taptalajra vetése el6tt a magokon
klormeszes elékezelést alkalmaztam, amely soran 10 g klérmeszet 90 cm® desztillalt vizben
feloldva, azt szlirépapiron atsziirve, annak sziirletét hasznaltam.

A kapott szlirt oldatot a kémcsdvekbe eldre kiadagolt elvetendd magokra a kémcsdvek
egynegyedéig feltdltottem, dugdval lezartam, majd a magokat 10 percig allni hagytam a
szlirletben. Id6kdzben tobbszor megrazogattam a kémcsoveket annak érdekében, hogy a sziirlet a
lehetd legjobb mértékben €rje a magok és a kémcesd teljes feliiletét. Az utolso 2 percre fejjel lefelé
forditottam a kémcsoveket azért, hogy a magok feliilre, a kémcsd szdjdhoz kozelre iiljenek ki, igy
amikor 6vatosan kiszedtem a dugot, hogy a klérmeszes sziirletet kiengedjem, a magok a kémcsd
falara ragadva ott maradtak.

Az eldkezelt magvakat steril fiilkében, steril szikével juttattam a kémcsovek falardl a
lombikokban levd, steril koriilmények kozott kordbban elkészitett taptalajok felszinére, majd a
magok egyenletes eloszlasa érdekében egy csepp steril vizet a taptalajra juttatva steril ivegbot
segitségével szélesztettem Oket. Ezek utan a lombikok szdjat a fertézddések €s a kiszaradas ellen
kétszeres légateresztd foliaval lefedtem, majd dobozba helyezve egy hétig szobahdmérsékleten,

sotétben taroltam az esetleges befert6zddések kialakulasa, és annak kivalogatasa érdekében.
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Az inkubacios 1d6 letelte utdn a lombikokat 4°C-os sotét hiitdbe helyeztem 3 honapra, majd a
csirdzas, illetve a hajtaskezdemények megjelenéséig a lombikokat sotét dobozban, 22°C-0s

neveldszobaban taroltam.

2.2. A H.adriaticum novények in vitro aszimbiotikus nevelési kisérletei

2017. juniusaban a mar korabban, 2014-ben vetett magokbdl kelt protokormokat tartalmazé
lombikokat kiilonb6zé hémérsékletii és fényforrasu szobakba helyeztiikk annak érdekében, hogy
meghatarozhassuk a csirandvények optimalis hdmérséklet igényét. Az els6é szoba egy fix 21°C-0s,
POLYLUX 36W/F840, 4000K fénycsovekkel, 16 ora fény, 8 dora sotét periodusii mesterséges
megvilagitassal felszerelt fényszoba volt. A masodik szoba délkeleti fekvésti ablakkal
rendelkezett, a hdmérséklet nyaron nappal 28-30°C-os maximumu, éjjel 24°C-os minimumu volt,
¢és természetes fény érte a lombikokat. A harmadik szoba északi tajolasu ablakkal rendelkezett, a
hémérséklet nyaron nappal 26°C-os maximumu, €jjel 22°C-os minimumu volt, természetes fény
érte a lombikokat.

2018. juniusaban egy 1j, fix 24°C-os légkondicionalt tetdtéri szobat sikeriilt taldlnunk az
Egyetemen, melynek déli fekvésii ablakanal voltak a lombikok tarolva természetes fényen.

E fent emlitett 4 szobaban az id6 mulasaval az in vitro nevelt névények allapota alapjan harom
kategoriat kiilonboztettiink meg: zold, barna és halott. A ,,z61d” kategoria azt jelzi, hogy az in vitro
novény jol érzi magat, azaz minden rendben van a tartasi koriilményekkel. A ,barna” mar
valamilyen negativ valtozast jelez a koriilményekben. Ebbol a kategoriabol kettd lehetdség van a
jovore nézve: vagy uj, zold, egészséges hajtas indul meg, vagy a novény elpusztul. Tehat ez a
kategoria a kettd kozotti allapotot jelzi, ami mar rosszabb, mint a ,,z6ld” allapot, de még akar
visszafordithato. A ,halott” kategoria pedig egyértelmiien a nem megfeleld tartasi koriilmények
kovetkezménye.

A 2019. évben a csirandvények fejlodésének eldsegitésére a kisérleteimhez két i) komponenst
vezettem be az addig kitapasztalt optimalis taptalaj Osszetevdi mellé: az ezilist-nitratot €s a
kokuszvizet. Kiilon-kiilon kisérletekben figyeltem meg az optimalis taptalajhoz adott 4 mg/1200
ml mennyiségl eziist-nitrat, a 10; 20; 30; 40 és 50 ml/1200 ml mennyiségli kokuszviz, valamint a
4 mg/1200 ml eziist-nitrat és 25 ml/1200 ml kokuszviz egyiittes hatasat a H. adriaticum
csiranovények fejlodésére. Ezeket a lombikokat az ELTE Fiivészkert orchidealaborjanak
fényszobdjaban, fix 24°C-on, az ablak mellett, természetes fényen, a fénycsdvek fényétdl
eltakartan taroltuk.

2019-ben az eziist-nitratos taptalaj esetében 10 db, a kokuszvizes taptalaj esetében 10 db, az
ezlst nitrat + kokuszvizes taptalajos kisérlethez pedig 25 db lombiknyi tlizdelést csinaltam,

minden lombikba 1-1 db, kb 0,3-1 cm zdld hajtaskezdeménnyel rendelkezd csirandvényt tiizdelve.
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2.3. A H. adriaticum mikorrhiza gombapartnereinek meghatarozasa gyokérbol

A H. adriaticum mikorrhiza gombapartnereinek meghatarozasa céljabol a gyokérmintak a
legerésebb, koszegi-hegységi allomany egyedeirdl szarmaztak. A gyokérmintakat 2019.
aprilisaban gyljtottiik be, és mar masnap az elére elkészitett, kiilonbozo féle taptalajokra helyeztiik

a Szent Istvan Egyetem Novényvédelmi Intézetének laboratériumaban, steril koriilmények kozott.

2.3.1. A mikorrhiza gombak kitenyésztése kiilonbozo taptalajokon

A mikorrhiza gombak kitenyésztési kisérleteit a Szent Istvdn Egyetem NOvényvédelmi
Intézetének laboratériumaban végeztilk. A mikorrhiza gombak kitenyésztéséhez harom féle
taptalajt hasznaltunk. Az elsé a benomilos malata agar, amelyet azért valasztottunk, mivel a
benomil szelektiven mérgez0 az Ascomycotak legtobb tagjara, mig a Basidiomycotdk tagjai
nagyrészt rezisztensek, igy reméltiik, hogy ezeken a tdptalajokon kitenyésznek mikorrhizanak
vélhet6 bazidiumos gombak (BOLLEN és FUCHS 1970).

A masodik fajta taptalaj a bengalr6zsas malata agar volt, amelyet azért valasztottunk, mivel a
bengalrozsa lassitja a gombak fejlodését, igy reméltiik, hogy a kitenyész0 gombak esetleg
konnyebben megfigyelhetdk, atolthatok lesznek (SMITH és DAWSON 1944).

A fenti két taptalaj esetében az alap taptalaj a THOM és CHURCH (1926) alapjan kifejlesztett,
gombatenyésztéshez hasznalt malata agar volt.

A harmadik fajta taptalajként pedig a gombatenyésztésre leggyakrabban alkalmazott PDA
taptalaj standard valtozatat hasznaltuk (DHINGRA ¢és SINCLAIR 1986), mivel a gombék ezen
nének a legjobban és leggyorsabban. A kloramfenikolt antibakteridlis hatdsa miatt adtuk a
taptalajhoz, a baktériumok megjelenésének elkeriilése végett.

A gyokerek begytijtésekor 2019. aprilisdban azokat csapvizben alaposan lemosva taroltuk és
szallitottuk. A gyokérmintékat a laboratoriumba érkezés utan ismét alaposan atmostuk csapvizben,
majd 1-2 cm-es darabokra vagtuk azokat. A mintak 2/3-ad részét 1%-os natrium-hipoklorit
(NaOCl) oldatba helyeztiik 5 percig. Ezeket a mintédkat utana haromszor 10 percig steril desztillalt
vizzel mostuk, ¢és igy keriiltek BM, BRM ¢és PDA téptalajokat tartalmazo Petri-csészékbe. A
mintdk maradék 1/3-ad része eltérd eldkezelést kapott: a csapvizes mosas utan a gyokérdarabokat
30 masodpercre 70%-0S etanolba, majd 90 masodpercre 4%-os natrium-hipoklorit oldatba
helyeztiik. Ez utdn a mintdkat haromszor 5 percig steril desztillalt vizben mostuk, majd Petri-
csészébe elkészitett PDA taptalajra helyeztiik.

A gyokérszegmensek taptalajokra helyezése utan a gombak kitenyészéséig vartunk, majd
azokat folyamatosan atoltottuk friss PDA taptalajra egészen addig, amig tiszta tenyészeteket nem
kaptunk. A tiszta tenyészetekrdl fotokat készitettiink, majd a beldliik vett mintakat Olympus
mikroszkop alatt, faziskontrasztos megvilagitassal, 400x-os és 600x-0s nagyitas alatt, morfologiai

bélyegek alapjan probaltuk meghatarozni.



2.3.2. Az optimalis pH meghatarozésa a kitenyésztett gombdak szamara

A BM, BRM ¢s PDA taptalajokon kitenyészett kiilonb6zé gombafajok pH optimumanak
meghatarozasara pH sort: pH 4,5; pH 5,5; pH 6,5; pH 7,5 és pH 8,5-es PDA taptalajokat
készitettlink 5,9 cm atmérdji Petri-csészékbe, a gombafajokat ezekre atoltottuk, majd egy 14
napos kisérlet soran megfigyeltiik az egyes gombak novekedési litemét a kiilonb6z6 pH-kon.

Minden gombafajt az 5 kiilonb6z6 pH-ra haromszoros ismétlésben oltottunk at, tehat egy
gombafaj esetében 15 Petri-csészével dolgoztunk. Mindvégig steril boxban, steril eszkdzokkel
dolgoztunk a Szent Istvan Egyetem Novényvédelmi Intézetének laboratoriumaban. Az eredeti
gombamintat tartalmazo Petri-csészébdl ugynevezett dugdfurd segitségével 5 mm atmérdji
mintékat szartunk ki, majd ezeket steril szikével kiemelve, a micéliumokkal lefelé a kiilonb6z6
pH-ju taptalajokra helyeztiik. Ez utan a pH sorra helyezett mintakat tartalmazé Petri-csészéket 14
napon keresztiil naponta egyszer bescanneltiik, majd az eltelt napok soran az atlagos névekedési
feliiletet ImageJ programmal megmértik mm?ben. A kapott adatokbol R programmal
diagramokat készitettiink minden egyes gombafaj kiilonb6z6 ndvekedési mértékérdl a pH gradiens
mentén, majd ezt Osszevetettik a Himantoglossum adriaticum talaj- illetve taptalaj pH
optimumaval.

2.3.3. A Petri-csészében kitenyésztett, izolalasra beadott gombafaj meghatarozasa molekularis
genetikai vizsgalatokkal

A Szent Istvan Egyetem NOvényvédelmi Intézetének laboratoriuméban, Petri-csészében,
bengalrdzsas agaron kitenyészett, a mikroszkop alatt leginkabb mikorrhizanak tlind mintat a
BIOMI Biotechnologiai Szolgaltaté Kft. DNS-laboratoriumaba adtuk be izolalasra.

A tobbi kitenyészett mintat azért nem kiildtiik el, mert mikroszkdép alatt megfigyelve,
egyértelmiien kijelenthetd volt, hogy nem bazidiumos gombak tenyésztek ki a taptalajokon. Ezek
csalad vagy nemzetség szinten mikroszkop alatt meghatarozhaté fajok voltak, olyanok, amelyek a
talajban altalanosan el6forduld gombafajok. Ezek pontos faji meghatarozasa molekuléris genetikai
vizsgalatokkal nagyon koltséges lett volna, és sajnos nem allt rendelkezésiinkre akkora keret. Az
in vitro kisérletbe azonban bevontuk éket, és ha a késdbbiekben pozitiv eredményt érnénk el veliik,
akkor a tovabbiakban barmikor meghatarozhatok lesznek faji szinten.

A kapott jegyzOkonyv alapjan az ITS1-2 régi6é szekvenalasanak modszere:

Az ITS4 primerrel késziilt szekvencia végérdl a felkért laboratoriumban az ITS1 primer
szekvenciajat levagtak és az igy kapott szakaszt az atfedd szakaszok alapjan az ITS1 primerrel
késziilt szekvencidval Osszeillesztették. Az igy kapott ITS1-2 régio6 kétszeres lefedettséggel
rendelkezik, amelyet az NCBI adatbazis szekvencidival szemben illesztették. Az illesztést a

BLAST algoritmus segitségével végezték, €s az illesztést csak a tenyészthetd torzsekre sziikitettiik.



A DNS izolalas az ABI Prepman Ultra Kittel tortént (INTERNET-1). A kiértékelés a
BioNumerics 7.6.3-as verzidjaval tortént (készitette: Applied Maths NV. Elérheté innen:
http://www.applied-maths.com).

Az identifikalas soran WHITE et al. (1990) és COLE et al. (2014) médszereit alkalmaztak.

2.3.4. H. adriaticum gombapartnereinek meghatarozasa molekularis genetikai vizsgalatokkal,
gyokérszegmensbol

A gombapartnerek izolalashoz a Kdszegi-hegység allomanyabol kivalasztott egyed egy darab,
koriilbeliil 10 cm hosszisagh gyokérszegmensét hasznaltuk fel. Az anyatd mellett a talajt finoman
addig kapartuk, mig az elébukkand gyokerekbdl egyet 6vatosan lemetszhettiink. Ezt kovetden a
foldet visszaegyengettiik a t6 tovéhez, hogy az a legkevésbé sériiljon. A lemetszett gyokérdarabot
alaposan lemostuk, a felszini szennyezOdésektdl megtisztitottuk. Ez utdn a letisztitott
gyokérszegmenst centrifugacsdbe helyezve még aznap Godollore szallitottuk. Az izolalast és a
szekvenalast a BIOMI Biotechnologiai Szolgaltatd Kft. DNS-laboratérium munkatarsai végezték.
Az izolalas a NucleoSpin Microbial DNA Isolation Kit protokollja alapjan tortént. A szekvenalast
a Loop Genomics Mycobiome — fungal, kifejezetten gombakra kifejlesztett Kit alapjan végezték
(LoopSeq™ Mycobiome 18S ITS Kit (Loop Genomics)). Ez a Kit a teljes 18S-1TS1-ITS2 régiot
képes szekvenalni. A Kit hasznalata soran a felhasznaloi kézikonyv (INTERNET-2) és az utmutatd
(INTERNET-3) alapjan dolgoztak.

A DNS tobbféle modon lett izolalva, folyékony nitrogénes feltarassal.

Az Tllumina szekvenalast MiSeq gépen végezték V3(600)-as Kittel, 2*300bp paired-end
readekkel. A Loop Genomics Mycobiome Kit alapjan, a szekvendléas soran kapott eredményeket a

Unite illetve a Silva nemzetk6zi adatbazisokbol értékeltiik ki.

2.4. A H. adriaticum magok szimbiotikus csiraztatasi kisérletei

A csirandvények szimbiotikus csiraztatasahoz és neveléséhez 2019. szeptemberében
ugynevezett ,,H1 oat medium”, finomra daralt zabpelyhes taptalajt készitettem CLEMENTS et al.
(1986), modositva RASMUSSEN et al (1990) alapjan. A finomra 6rolt zabot zabpehelybdl
készitettem, melyet alaposan atdardltam, majd apr6 szemili konyhai szitdn atszitaltam. A
taptalajkészités menete €s tdrolasa a MFA téptalajéval megegyezden zajlott.

1 hét inkubacios id0 elteltével a taptalajokra vetettem kortilbeliil 200-200 db Himantoglossum
adriaticum magot az aszimbiotikus magvetés soran alkalmazott moédon tigy, hogy a zabpelyhes
taptalajnak csak az egyik felén szélesztettem szét a magokat. 4 nap inkubacios i1d0 elteltével a
zabpelyhes taptalaj masik oldalara, a magoktol legtavolabbi pontra helyeztem egy-egy 5 mm
atmérdji H. adriaticum gyokérbol kitenyésztett gomba mintat. Minden gombafaj esetében 1

kisérleti szimbiotikus vetést készitettem.



Az in vitro szimbiotikus csiraztatas soran a magok-gombak kozotti kélcsonhatast Olympus
mikroszkdp alatt, faziskontrasztos megvilagitassal, 400x-os és 600x-0s nagyitason figyeltiik meg,

roluk a mikroszkopos képeket a mikroszkop Olympus lencséjén keresztiil készitettem.

2.5. Az invitro nevelt H. adriaticum névények Kiiiltetési kisérletei

A specialisan 6sszeallitott {iltetokozegbe valo kitiltetési kisérlethez 2017-ben vetett és kelt 2
éves, az eredeti él6helyrdl hozott talajba vald kitiltetési kisérlethez pedig 2014-ben vetett, 2015-
ben csirazott 4 éves in vitro nevelt névényeket hasznaltam fel. 2019. juliusaban 6sszesen 8 egyedet
tiltettem ki. Ezek koziil 6 egyedet specidlisan dsszedllitott iiltetokdzegbe iiltettem, mely tolgyavart,
kvarchomokot, mészkdzuzalékot és fenyd mulcsot tartalmazott 2:1:1:1 aranyban. A 9 cm
atmérdjl, 9,5 cm magas iiltetdcserép aljaba egy marék égetett agyaggolyodt helyeztem a megteleld
vizelvezetés érdekében. Erre egy egység tolgyavar, egy egység kvarchomok, egy egység
mészkézizalék, egy ujabb egység tolgyavar és végiil egy egység mulcs keriilt. Ebbe a kdzegbe
tiltettem be egyesével a 6 db in vitro nevelt novényt. Ezek utan 3-3 db kiiiltetett egyedet kiillonb6z6
moddon tartottam: 3 egyed esetében a Greenman Kft 4ltal a kisérletemhez felajanlott Greenman
Floraria folyékony, €16, koncentralt multimikrobidlis készitmény 2,5 ml/1 viz aranyt higitdsaval
ontdztem. A Greenman Floraridban talalhato 6sszcsiraszam legalabb 1,0 x 10° db/cm®. A masik 3
egyedet az aszimbiotikus csirdztatashoz hasznalt, dltalam modositott FA taptalaj folyékony, agar
nélkiili valtozataval ontdztem. Ezt a 6 egyedet egymas mellett szobahdmérsékleten, napkdzben
24-28°C, ¢jjel 18-20°C-os hdmérsékleten, természetes fénynél tartottam.

A maradék 2 egyedet pedig a faj kdszegi-hegységi €l6helyérdl hozott talajba tiltettem be egy
27 cm atmérdji cserépbe, majd azt a Szent Istvan Egyetem Botanikus Kertjében helyeztem el, és
a nagy szarazsagban esdvizzel Ontoztem, egyéb esetben a természet altal adott mindségli és
mennyiségli nedvességhez és fényhez jutottak.

A kisérleti egyedeket decemberig naponta figyeltem ¢€s fotdztam.

Decemberben a cserepet a Botanikus Kert sziklakertjében a cserép pereméig a talajba beastam
annak érdekében, hogy a fagy hatdsdra a cserép a teljes talajmennyiséggel egylitt ne fagyjon at,
majd a december végi, janudr eleji fagyok eljovetele eldtt nadbodl a cserép 2/3-ad része koré gulat
készitettem, amely a téli fagyoktol a ndvényeket bizonyos fokig védi, 1/3-ad részen viszont enged

be fényt €s nedvességet, igy valamelyest utanozva az éldhelyi fedetlen telelést.
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2.6. Az adatfeldolgozas modszerei

A munkdm sordn kapott adatokat Microsoft Excel tablazatba vittem fel, az alapmiiveleteket
ezzel a programmal szamoltam ki. A statisztikai elemzéseket és a diagramokat R statisztikai
szoftverben készitettem el (R CORE TEAM 2017).

A Petri-csészében kitenyésztett gombak esetében a diagramokon linearis trendvonalat
illesztettiink a pontokra, és kiszamittattuk az tigynevezett korrelacids egyiitthatdé négyzetét (12).
Ha a korrelacids egylitthato (r) értéke -1 és +1-hez kozel esik, az azt jelenti, hogy a két valtozo
(esetiinkben a pH ¢és a ndvekedés mértéke) szoros viszonyban van egymassal (korrelal). Az
eredményt ezutan 0,05-6s szignifikancia szinten vizsgaltuk t-probaval. Ehhez felhasznaltuk a t-
eloszlas tablazatot, melynél, ha a korrelacids egylitthatd magasabb, mint a mintdk szdmahoz
(esetiinkben n=14 minta (nap) v=n-2 azaz v=12) tartozé t-érték, ugy a korrelaciod szignifikans
(HOGG ¢és TANIS 1998). Ez utan varianciaanalizissel (ANOVA) meghataroztuk a p-értéket,
amely alapjan, ha p<0,05, akkor van, ha p>0,05, akkor nincs szignifikans kiilonbség a gombak
kiilonb6z6 pH-kon kapott novekedési atlagai kozott.

A H. adriaticum protokormok és csirandvények mennyisége és novekedési titeme a lombikon
beliil vizualis megfigyeléseken alapult.

A dolgozatban talalhat6 fényképeket én készitettem a kisérletek soran.
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3. EREDMENYEK

3.1. A H. adriaticum in vitro aszimbiotikus csiraztatasanak eredményei

3.1.1. Csirazasi eredmények a pH gradiens mentén

Mivel a 2016. augusztusaban gyiijtott magokat csak a begytijtés utan 5 honappal, 2017. januar
30-4n tudtam elvetni, a lombikok 63%-a befertézédatt. igy a 12-12 db lombik helyett minden pH
esetében 5-5 db sterilen maradt lombikot hasznaltunk fel a kisérletiinkhoz. Ebbdl levonhat6, hogy
a Himantoglossum adriaticum magjai htit6ben, 4°C-os hdmérsékleten, barmilyen szaritasi kezelés
nélkiil nem tarolhatok hosszl idészakon keresztiil. A kezeletlen magok életképessége 5 honap utan
radikalisan lecsokkent, a fert6z6dési arany pedig jelentésen nott.

A magmaradt és felhasznalt 5-5 lombiknyi magvetésbdl, a pH gradiens mentén kapott csirazas
soran az els6 protokorm a magvetéstol szamitott 6. honapban jelent meg, a 6,5-es, a 7,5-es és a
8,5-es pH-n egyarant. A magvetéstdl szamitott 7. honapra a protokormképzddés minden
lombikban megkezdddott. A legjobb protokormképzddési aranyt egyértelmiien a 7,5-es pH-n
tapasztaltuk. A magvetéstol szamitott 12. honaptdl kezdve a protokormképzddés lecsokkent, a
fényre kertilt protokormok koziil is tobb elpusztult, ez a 8,5-es, illetve a 4,5-es pH-ju lombikok
esetében szembetling, de a 7,5-es pH esetében is tapasztalhato volt. A magvetéstdl szdmitott 20.
hoénapban az 6sszcsirdzasi arany 0,2%, kizardlag a 7,5-es pH-ji lombikokban pedig 0,76% volt.

A 2017. augusztusaban, pH sorra vetett magok esetében mind a 15-15 db lombik steril maradt.
A 2017-ben vetett magok esetében az elsé protokorm a magvetéstol szamitott 7. hdnapban jelent
meg, pH 6,5-en. Erdekes, hogy mig 2016-o0s gyfijtésii magok esetében a 4,5-es pH-ji taptalajokon,
ha kevés is, de alakultak ki protokormok, addig a 2017-ben gytijtott magokbol egyetlen protokorm
sem képzddott 20 honap alatt pH 4,5-en. A magvetéstdl szamitott 20. honapra ismét a 7,5-es pH-
n keletkezett a legtobb protokorm (28 db), de pH 6,5-n is meglehetdsen jo csirazast értiink el (23
db protokorm). Raadasul eldszor a 6,5-es pH-n indult meg a protokormképzédés. A magvetéstol
szamitott 12. hoénapban, az augusztusi ,kényszerszabadsdg” iddszaka alatt a Szent Istvan
Egyetemen elektromos halozati karbantartas volt, melyrdl nem értesiiltem, igy a légkondicionalt
helyiségben, ahol a csirandvényeket ¢€s protokormokat tartalmaz6é lombikjaim voltak, a
légkondicional6 kikapcsoldsa miatt (amely az dram visszajovetelével nem indult automatikusan
ujra) majdnem a teljes protokorm és csirandvény allomanyunk elpusztult. Ez a visszaesés lathato
a 12-14. honap kozott. Ezeket a lombikokat 1 honapra sotét, 4°C-os hiitébe helyezve néhany, 6,5-
es €s 7,5-es pH-ji lombikban ujabb protokormok jelentek meg, illetve a magvetéstdl szamitott 16.
hoénapban az addig nem csirazé 6,5-es és 7,5-es pH-ju lombikokban is jelentek meg protokormok.
20 honappal a magvetés utan az §sszcsirazasi arany a 4,5-es pH-ju lombikokban 0%, az 5,5-es pH-

it lombikokban 0,12%, a 6,5-es pH-jii lombikokban 0,92%, a 7,5-es pH-jti lombikokban 1,12%,
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mig a 8,5-es pH-jii lombikokban 0% volt. Atlagolva a két legjobb csirazast elért, pH 6,5; illetve
pH 7,5-es lombikokat, a csirdzasi arany 1% volt. Ha azonban minden pH-nal csak azt a lombikot
vessziik figyelembe, amelyikben a legtobb protokorm alakult ki a magvetés utani 20. honapra, ugy
a csirazasi arany az 5,5-es pH-ji lombikokban 0,6%-ra, a 6,5-es pH-ji lombikokban 3,2%-ra, a
7,5-es pH-ju lombikokban pedig 4%-ra n6tt. Mivel a kezdeti csirazasi arany pH 6,5-en volt a
legjobb, ezért a tovabbi kisérleteink soran a taptalajt a kettd kozotti, pH 7-re allitottuk be.

3.1.2. Csirazasi eredmények a KCl mennyiségének valtoztatasa esetén, optimalizalt pH-ju (pH 7)

MFA téptalajon

A KCI soron az elsd protokorm a magvetéstol szamitott 6. hdnapban, 2019. &prilisaban jelent
meg, a 200 mg/1200 ml kalium-kloridot tartalmazé MFA taptalajon. Az id6 mulasaval a legjobb
csirdzasi eredményt 13 honappal a magvetés utan, 76 db protokorm kifejlddésével (15,2%) a 280
mg/1200 ml kalium-kloridot tartalmazé6 lombikok érték el, amely egy kicsit magasabb mennyiség,
mint amennyit az eredeti FA taptalaj receptje tartalmaz. Ezt kdvetden, a masodik legtobb
protokorm, 42 db (8,4%), érdekes mddon az eredeti recepthez képest kicsit kevesebb, 120 mg/1200
ml kalium-klorid mennyiség esetében fejlédott ki. Ezt kovette a még kevesebb, 40 mg/1200 ml
KCI tartalmu tiptalaj 38 db protokormmal (7,6%), majd a 200 mg-ot tartalmaz6, 26 db
protokormmal (5,2%). A 360 mg/1200 ml KCI-t tartalmaz6 taptalajon egyaltalan nem fejlodott ki
protokorm.

A Kkisérlet igen érdekes eredményeket adott, hiszen a legjobb eredményt az eredeti taptalaj
recepthez képes kicsit tobb, majd a méasodik legjobbat az ahhoz képest kicsit kevesebb kalium-
klorid mennyiséggel kaptuk, az eredeti recept alapjan adagolt mennyiség viszont hidba kedvez
kezdetben a protokormok gyors kialakulasanak, a kisérlet végére a masodik legrosszabb

eredményt adta mennyiségi tekintetben.

3.1.3. Csirazasi eredmények az NH4sNOsz mennyiségének valtoztatdsa esetén, optimalizalt pH-ju
(pH 7) MFA taptalajon

Az NH4NO3 soron az elsé protokorm a magvetéstdl szamitott 8. honapban, 2019. janiusaban
jelent meg, a 120 mg és a 280 mg/1200 ml ammo&nium-nitratot tartalmazd MFA taptalajokon. Az
1d6 mulasaval a legjobb csirazasi eredményt 13 honappal a magvetés utan, 22 db protokorm (4,4%)
kifejlodésével a legkevesebb mennyiségli, 40 mg/1200 ml ammoénium-nitratot tartalmazéd
lombikok érték el, amely Iényegesen kevesebb, mint amit az eredeti FA taptalaj receptje tartalmaz.
Ezt kdvetden, a méasodik legtobb protokorm a még mindig az eredeti receptnél kevesebb, 120
mg@/1200 ml ammonium-nitrat mennyiség esetében fejlédott ki, szamszertien 16 db (3,2%). 200
mg/1200 ml NH4NOs3 tartalomnal 6 db (1,2%), 280 és 360 mg-nyi mennyiség esetében pedig
minddssze 3 (0,6%), illetve 2 db (0,4%) protokorm alakult ki 13 honap alatt. Az eredményekbdl
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tisztan latszik, hogy az ammoénium-nitrat mennyiségének emelése kifejezetten negativ hatassal van
a H. adriaticum protokormok fejlédésére, a 360 mg/1200 ml mennyiséget tartalmazo6 lombikokban

példaul egyaltalan nem fejlédott ki protokorm a magvetéstol szamitott 12 hoénapban.

3.2. A H. adriaticum in vitro aszimbiotikus nevelési eredményei

3.2.1. A kokuszviz hatasa a csiranovények fejlodésére

Egy honappal a csirandvények kokuszvizes MFA taptalajra tiizdelése utdn szemmel lathato
volt a kokuszviz novekedésserkentd hatdsa. Megfigyelhetd, hogy a kokuszviz mennyiségének
novelésével a novekedésserkentd hatas is novekszik, mar 10 ml/1200 ml mennyiség is meginditja
a zold levél fejlddését, de a mennyiség novelésével egyre erdteljesebb ez a folyamat, 40 ml/1200
ml mennyiségnél mar a gyokérfejlodés is megindul, 50 ml/1200 ml mennyiségnél pedig a
gyokérfejlodés mértéke is fokozodik.

A 2,5 hénappal a kokuszvizes taptalajra tlizdelés utan a 10- illetve 20 m1/1200 ml kokuszvizet
tartalmazd téptalajokon kozel azonos mértékii a csirandvények ndvekedési mértéke. Az is
megfigyelhetd, hogy a 30- illetve 40 ml/1200 ml kdkuszvizet tartalmazo taptalajokon a novények
novekedése erdteljesebb, a 40 ml-t tartalmazo esetében a gyokérfejlodés is tovabb fokozodott. Az
50 ml/1200 ml kokuszvizet tartalmazd taptalajon viszont a kezdeti gyors ndvekedés és
gyokérfejlodés utan ugy tlinik a ndvekedés mértéke lelassul, az egyik lombikban a csirandvény

nem is fejlédott tovabb.

3.2.2. Az eziist-nitrat hatdsa a csirandvények fejlédésére

Egy honappal az eziist-nitratot tartalmaz6 taptalajra tizdelés utan a csirandvények allapotaban
érdemi valtozast nem tapasztaltunk a kiilonbozé AgNOs koncentracidk mellett. 2,5 honap
elteltével a 4 mg ezilist-nitratot tartalmazo taptalajokon nem sok valtozas volt tapasztalhato az elsé
honaphoz képest. Az egyik lombikban, amelyben mar 1 honap elteltével is lathatdo volt a
csirandvény novekedésének meginduldsa, a ndvény tovabb fejlodott, de elég gyengének,
vékonynak ¢és torékenynek tint. Az eziist-nitrdt tehat Onmagaban nem gyakorolt

novekedésserkentd hatast a H. adriaticum csirandvényekre.

3.2.3. Kokuszviz + eziist-nitrat egyiittes hasznalatanak hatasa a csirandvények fejlodésére

Egy honappal a csiranévények 4 mg/1200 ml eziist-nitratot és 25 ml/1200 ml kokuszvizet
egylittesen tartalmazd MFA téptalajra tlizdelése utan szemmel lathatd volt az eziist-nitrat és a
kokuszviz egylittes novekedésserkentd hatdsa. A harom kisérlet koziil egyértelmiien ez bizonyult
a leglatvanyosabb novekedésserkentd hatastinak.

A tlizdeléstdl szamitott két és fél honap elteltével a csirandvények tovabb novekedtek €s

erdsodtek, tobb lombikban kifejezetten erds, €letképes, sotétzold leveli novényeket talaltam.
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3.24. Az in vitro nevelt novények fejlodése kiilonbozé tartasi (fény és homérsékleti)
koriilmények kozott

A fényszobaban, 21°C-on, 16 ora fény — 8 oOra sotét periddusok valtakozasa mellett mar az
els6 honapban elkezd6dott az in vitro nevelt novények barnulasa. A z6ld novények barnulasa a
kisérlet 16 hetén keresztiil folyamatos volt ebben a szobdban. A ndvények pusztulasa a 6. héttdl
kezdddott el, a 10. héttdl kezdve pedig egyre erdteljesebbé valt. A kisérleti id6 leteltével a
pusztulas 60%-os volt, a novények 20%-a maradt ép zold, €s 20% barnult meg.

A masodik, déli kitettségili, nyaron nappal 28-30°C-os maximumu, éjjel 24°C-0s minimum
hémérsékletii, természetes fényli szobaban az elsd két hét soran a felére csokkent a z61d novények
szama, ¢s a 4. héttdl kezdve a megbarnult ndvények elkezdtek elpusztulni. A 14. hétre egyetlen
z06ld novény sem maradt. A kisérleti id6 leteltével a pusztulas 60%-os volt, a novények maradék
40%-a megbarnult.

A harmadik, északi tajolast, nyaron nappal 26°C-0s maximumu, éjjel 22°C-0S minimum
hémérsékletii, természetes fényli szobaban pusztulas egyaltalan nem volt tapasztalhat6 a 16 hetes
kisérleti id6 alatt. A 4. héttdl a novények barnuldsa megkezd6dott és egyre erdteljesebbé valt. A
kisérleti id6 leteltével a lombikok 60%-aban maradtak a novények zoldek, 40%-ukban pedig
megbarnultak.

A negyedik, ¢jjel-nappal 24°C homérsékletii, déli kitettségli, természetes fényt kapod szobaban
a 12. hétig kapott eredmények a szamottevok (majus-junius-jalius), ugyanis ekkor egy szamunkra
be nem jelentett, augusztusi kotelezd szabadsag alatt bekdvetkezd tobb napos aramkimaradas
(karbantartas) miatt a lIégkondicionald nem ilizemelt egészen 1 héten keresztiil, ekkor észleltiik a
problémat, de mar késo volt, az in vitro nevelt névények 70%-a addigra mar elpusztult. A 12. hétig
viszont a novények mindossze 20%-a barnult meg, 80% ¢ép, z0ld maradt, igy feltételezziik, hogy

ez a tendencia kitartott volna a 16. hét végéig is.

3.3. A H. adriaticum mikorrhiza gombapartnereinek meghatarozasa és vizsgalatai
3.3.1. A H. adriaticum mikorrhiza partnereinek kitenyésztése kiilonboz6 taptalajokon

A gyokérmintak feliileti fertétlenitése esetében az 5 percig tartd 1%-os natrium-hipoklorit
oldatos eldkezeléssel mind a harom tipusi (PDA, BM, BRM) taptalajra helyezett
gyokérszegmensekbdl novekedtek ki gombak. A maésik eldkezelés, mely soran elészor 30
masodpercre 70%-o0s etanolba, majd 90 masodpercre 4%-os natrium-hipoklorit oldatba helyeztiik
gyokérszegmenseket, tul erdsnek bizonyult, ugyanis egyik kezelt gyokérszegmensbdl sem

tenyészett ki gomba a taptalajokon.
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A PDA, BM ¢és BRM taptalajokon kitenyészett gombakbol késziilt tiszta tenyészeteket PDA
taptalajra oltottuk. Igy végiil 6sszesen 5 féle kiilonbozd tipusi gombat sikeriilt kitenyészteni a

gyokérszegmensekbdl. Ezeket a pontos azonositasig A, B, C, D és E gombaknak neveztiik el.

3.3.2. A kitenyésztett gombak szamara optimalis pH meghatarozasanak kisérlete

A 14 napon 4t tartdé novekedési kisérlet soran arra az eredményre jutottunk, hogy a
kitenyésztett kiilonb6z6 gombafajoknak igen széles a pH optimuma. Az ,,A” gombafaj a 4,5-€S
pH-t preferalja, mig az elsé 12 napon at a 8,5-es pH-n novekszik a leglassabban, az utolsé két
napon viszont az 5,5-es pH ndvekedése olyannyira lelassult, hogy végiill ez a pH adta a
legalacsonyabb novekedési értéket. A ,,B” gombafaj pH optimuma a pH 6,5, de lathato volt, hogy
igazabdl nincsen tal nagy kiilonbség a faj ndvekedési sebességében kiilonb6zo pH-kon, tehat ez a
faj széles pH spektrumon, gyakorlatilag barhol eléfordulhat. A ,,C” gombafaj a legjobb ndvekedési
eredményeket a 5,5-es pH-n érte el, a legrosszabbakat pedig pH 4,5-en. A ,,D” gombafaj optimalis
talaj pH-ja a kisérlet alapjan a pH 6,5, de nagyon kis kiilonbségek vannak a faj novekedési
titemében az egyes pH-kon, tehat ez a faj is széles korben elterjedt talajgomba. Az ,,E” gombafaj
pedig a pH 5,5-et preferalja, és egyértelmiien a 8,5-es pH-n ndvekedett a leglassabban. Ennek a
fajnak a ndvekedési mértéke egyértelmiien csokken a talaj pH novekedésével.

Kiszamoltuk az egyes gombafajok pH-nkénti R? értékeit. A nullhipotézisiink: nincs kiilonbség
az atlagok kozott, a kezelések/csoportok a célvaltozod atlagara nézve minden mintdban/kezelési
csoportban azonosak. Az R? értékek mindegyike azt mutatja, hogy az adott pH-n mért ndvekedési
pontokra szignifikdnsan illeszkedik a hozz4juk rendelt linearis trendvonal. A t-proba
eredményeképpen a korrelacio a pH és a névekedési litem k6zott minden gombafaj minden pH-ja
esetén szignifikans.

A varianciaanalizis eredményei alapjan megallapithatok, hogy a szignifikanciaszint>0,05,
tehat a nullhipotézist megtartjuk, a kitenyésztett gombafajok novekedési mértékei a kiillonbdzo
pH-kon egyik esetben sem kiilonbdznek szignifikdnsan egymastol, tehat ezek alapjan az dsszes
kitenyésztett gombafaj széles pH referenciaval rendelkezé faj, és kevéssé fliggenek a talaj pH
értékétdl.

3.3.3. A meghatarozasra beadott H. adriaticum gyokérbdl kitenyésztett gombafaj izolalasi
eredménye ¢és a vizualisan, mikroszkop alatt meghatarozott tovabbi fajok

A BIOMI Biotechnoldgiai Szolgaltatd Kft.-hez beadott ,,A” gomba minta esetében a vizsgalt
506 nukleotid hosszusagu ITS1-2 szekvencia alapjan a faj: llyonectria robusta. Ez a faj a valodi
gombak kladjan (,,orszagan”) beliill a Tomlésgombak (Ascomycota) kladjanak (,,torzsének™) a
tagja, amit altalanos talajgombaként, tiineteket nem okozo6 gyokér endofita és opportunista névényi
gyokérkorokozoként tartanak szamon (CHAVERRI et al. 2011). Szakirodalmi adatot nem talaltam

arrol, hogy ezt a gombafajt barmely orchideafaj mikorrhiza partnereként eddig kimutattak volna.
16



Mikroszkopikus vizsgalatok alapjan nemzetség szinten a ,,B” fajt Penicillium sp., a ,,D” fajt
Fusarium sp., az ,,E” fajt pedig szintén Fusarium sp.-ként hataroztuk meg a Novényvédelmi
Intézetben. A ,,C” fajt nem tudtuk a morfologiai bélyegek alapjan azonositani csalad/nemzetség

szinten, de az szemmel lathatéan bizonyos volt, hogy a faj Ascomycota.

3.3.4. A beadott H. adriaticum gyokérszegmensb6l meghatarozasra keriilt gombapartnerek

A gyokérminta szekvenalasa sordn a legtobb, 206 esetben maganak a H. adriaticum fajnak a
DNS szekvenciaja jott ki, ami nem meglepd, viszont bizonyitja, hogy valdban a faj gyokerét
dolgoztuk fel. Viszonylag nagy szamban jott ki mas orchidea fajok (Dactylorhiza incarnata, D.
fushsii, Himantoglossum hircinum, Cephalanthera austiniae, Orchis quadripunctata, Dendrobium
catenatum) DNS szekvencidja. Ezek az eredmények valdsziniileg az Orchidaceae csaladon beliili
DNS szakasz hasonlosagoknak tudhatok be. A tobbi, joval alacsonyabb abundanciaval megjelend
taxon szintén rendkiviil bizonytalan.

A szamunkra relevans, esetleges mikorrhiza partnerek az Ascomycota (Tomldsgombak)
illetve a Basidiomycota (Bazidiumos gombak) kladjabol keriilnek ki, ezért a kovetkezOkben azokat
az e torzsekbe tartozo fajokat targyaljuk, amelyek esetleges jelenlétére utal6 DNS szekvencidk
megjelentek a gyokérmintdkban.

A tomlésgombak koziil a Fusarium sp., Penicillium sp., Aspergillus sp, és a Trichoderma sp.
fajok Petri-csészében is, PDA, bengalrozsas- illetve benomilos malata agaros taptalajra helyezett
gyokérszegmensekbdl is kifejlddtek. A beadott gyokérszegmensbdl molekularis genetikai
modszerekkel a kovetkez$ taxonokat sikeriilt izolalni az Ascomycotik kozil: Fusarium
oxysporum, Penicillium corylophilum, Aspergillus oryzae, Erysiphe pulchra, Trichoderma reesei,
Tetracladium marchalianum, Saitoella complicata, Leohumicola sp, Medeolaria sp, Meliniomyces
sp, Valsa mali és Dactylonectria torresensis.

A Fusarium oxysporum szerepe a talajokban tilnyomoan artalmatlan, de akar hasznos
novényi endofitdkként vagy talajszaprofitakként is szdmontarthatok. Azonban, a F. oxysporum
komplexen beliili elvaltozasok hatasara az 1) formak, kiilonésen a mezégazdasagi kornyezetben,
akar novénypatogének is lehetnek. Jelenléte a talajban altalanos. Petri-csészében, taptalajon is
sikeriilt H. adriaticum gyokeérbol Fusarium sp. taxont kitenyészteni. Ezaltal kijelenthetjiik, hogy a
Fusarium genus jelen van a H. adriaticum gyokerében, vagy legalabbis az él6hely talajaban,
viszont a gyokérkapcsoltsadga €s szerepe kérdéses, jelenlegi ismereteink alapjan nem valdszinti.

A Penicillium corylophilum kiilonosen nedves épiiletek penész faja, de a szakirodalom alapjan
eléfordul még ételekben és szunyogokban is, mely utdbbiakra kifejezetten patogén. Olyan
alkaloidokat allit eld, mint az epoxiagroklavin és a citrinin, valamint a faj ezek alapjan egyaltalan
nem talajlako, igy valds jelenléte a gyokérmintan kérdéses, €s semmiképpen sem mikorrhiza

partnere a H. adriaticumnak. Petri-csészében, taptalajon azonban sikeriilt H. adriaticum gyokérbol
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egyéb Penicillium sp. fajt kitenyészteni, ami viszont csak annyit jelent, hogy a Penicillium genus
egyes fajai altalanossagban jelen vannak a talajban, de nem valdsziniisithetdé a mikorrhiza
szerepiik.

Az Aspergillus oryzae egy fonalgomba (penész) faj, amelyet Japanban hasznalnak a szdjabab
erjesztésére szOjaszosz €s erjesztett babtészta készitéséhez, illetve rizs, egyéb gabonafélék vagy
krumpli cukrositdsdhoz, alkoholtartalmu italok készitéséhez. Ezek alapjan ez a faj sem valdszindi,
hogy valoban megtaldlhat6é volt a gyokérmintan, csupan egy igen rovid DNS szakasz egyezés
okan, anomaliaként keriilhetett fel a listara.

Az Erysiphe pulchra Cornus fajokrol leirt, Europa teriiletén Angliabol és Olaszorszagbol
jelzett gomba faj. Talajbeli el6forduldsa nem ismert.

A Trichoderma reesei egy mezofil fonalas gomba faj. Nagy mennyiségi cellulolitikus enzimet
(cellulazokat és hemicelluldzokat) képes kivalasztani, ezért ipari szinten hasznaljak fel a cellul6z
gliikozza alakitasaban. Cellulaz-eldallitasi képessége miatt ez a faj igen fontos kereskedelmi és
ipari mikroorganizmus. A talajban el6fordulhat, igy jelenléte elképzelheté a H. adriaticum
gyokerének feliiletén, de mikorrhiza fajaként sem e fajnal sem masutt eddig nem jelezték.

A Tetracladium marchalianum mérsékelt és szubtropusi teriileteken vilagszerte eléfordulo,
vizi fonalasgomba faj. Lebontja a karboxi-metil-cellulozt, a xilant és a poligalakturonsavat,
valamint szerepe van a folydkban talalhato levelek lebomlési folyamatanak végbemenetelében.
Mikorrhizaként nem ismert.

A Saitoella complicata ritka gombafaj. Mig a rokon fajai ndvények vagy allatok korokozoi,
addig az S. complicata boml6 anyagbol taplalkozik. Jelenléte a talajban a H. adriaticum
gyokerének feliiletén lehetséges, de mikorrhizaként eddig egyetlen fajnal sem jelezték.

A Leohumicola fajok talajlako fajok, a szerepiik egyelére nem igazan ismert. Valos jelenléte
elképzelhetd, de mikorrhiza fajként eddig sem e fajnal sem masutt nem jelezték.

A Medeolariaceae csaladrol sincsen szamottevd fellelhetd szakirodalom. A csalad
monotipikus és minddssze a Medeolaria farlowii fajt tartalmazza, melyet az Egyesiilt Allamokbol
irtak le, mint a Medeola virginiana (Liliaceae) obligat parazitaja. Mikorrhiza fajaként eddig sem
a H. adriaticum-nal sem masutt nem jelezték. A rovid DNS szekvencia egyezés ellenére, az
emlitett adatok alapjan a faj jelenléte nem valdsziniisithet6 a H. adriaticum gyokerén.

A Meliniomyces nemzetség azonban igéretes lehet, ugyanis ez az anamorf genus ismeretes
arrol, hogy gyokérkapcsolt gombak, un. ,,Ericoid mikorrhizdk™ tartoznak ide. Tehat ha ezek a
gombafajok az Ericaceae csalad tagjaival képesek mikorrhiza kapcsolatban 1étezni, nem kizart,
hogy a H. adriaticum gyokerébdl izolalt kis DNS szekvencia egyezés akar jelenlenlétiikre és

szimbiotikus kapcsolatra utal6 jel is lehet.
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A Valsa mali faj destruktiv alma pusztitd fajként, az un. Valsa iiszog betegség korokozo
gombajakeént ismeretes Kelet-Azsiaban, foleg Kinaban. A rovid DNS szekvencia egyezés ellenére,
ezen adatok alapjan a faj jelenléte nem valoszintsithet6 a H. adriaticum gyokerén.

Az eredményként kapott Dactylonectria torresensis, Ascomycota gombafaj szinonim neve:
Ilyonectria torresensis. Ez azért igen lényeges, mert a Petri-csészében kitenyésztett, majd DNS
szekvencia altal a BIOMI-ban meghatarozott faj is az llyonectria genus tagja volt, melyet
fajszinten legvalosziniibbnek Ilyonectria robusta-ként azonositottak. Lényegében tehat azt 100%
bizonyossaggal kijelenthetjiik, hogy az Ilyonectria genus ott van a H. adriaticum gyokerében, de
pontos szerepe még ismeretlen szamunkra.

A Basidiomycotdk, azaz bazidiumos gombak koziil a Rhizoctonia solani, a Tulasnella sp.
valamint a Cryptococcus neoformans fajokat azonositottak a bekiildott gyokérmintabol.

A fent emlitettek koziil a Rhizoctonia illetve a Tulasnella genus fajai az Orchideaceae csalad
ismert mikorrhiza partnerei.

A Tulasnellaceae csaladot mar a korabbi kutatasom soran, a H. adriaticum protokormjaibol
is sikeriilt izolalni (GILIAN 2015), igy ezzel, hogy a gyokérbél is kimutathatd volt a Tulasnella
sp. jelenléte, egyértelmiien biztosra mondhatd, hogy a H. adriaticum egyik mikorrhiza partnere
ennek a csalddnak ¢és talan ennek a nemzetségnek a faja (fajai) is, amit ebben az esetben az igen
alacsony DNS szekvencia egyezés (abundancia 0,003) tamaszt ala.

A Rhizoctonia solani a szakirodalom alapjan hazankban, Magyarorszagon is megtalalhatd
orchideafajok mikorrhiza partnere. DOWNIE (1959) kutatasai alapjan Orchis purpurella,
Dactylorhiza viridis, Goodyera repens, valamint Gymnadenia conopsea fajok esetében az R.
solani szimbionta vagy részleges szimbionta gombapartner. Ezek és az itt is igen alacsony DNS
szekvencia egyezés (abundancia 0,003) alapjan nem zarhato ki, hogy a H. adriaticum gyokerében
is szimbiontaként legyen jelen.

A Cryptococcus neoformans egy obligat acrob élesztdgomba, amely latszolag egészséges €s
immunhidnyos allatokban és novényekben egyarant okozhat megbetegedést. Orchidedk esetében
Németorszagban Gymnadenia conopsea (STARK et al. 2009), Csehorszagban pedig Epipactis
albensis (MALINOVA 2009) gyokerébél izolaltak mar Cryptococcus fajt mikorrhizaként, igy a
fenti két fajhoz hasonloéan elképzelhetd, hogy a H. adriaticum gydkerében is szimbiontaként

legyen jelen.

3.4. A H.adriaticum magok szimbiotikus csiraztatasi és nevelési kisérleteinek eredményei
A ,B” gomban kiviil a tobbi faj 1 hét alatt nem, vagy csak épphogy elérte a taptalaj

kozépvonalat, ahol talalkozni tudott a H. adriaticum magokkal.
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2 hét alatt mind az 6t gombafaj atért a taptalaj kozépvonalan és elérték a H. adriaticum
magokat. A magok és a gombak kozott interakeid ennyi id6 utdn még nem volt megfigyelheto.

1 honappal a H adriaticum magok mellé oltasa utan a gombafajok teljesen atsz6tték a taptalaj
felszinét, de a magokon valtozas még tovabbra sem volt megfigyelhetd.

2 hénappal a gombak magok mellé oltasa utan a gombak tovabb névekedtek, a gombafajok a
magokkal tovabbra sem kertiltek interakcidba.

3 honappal a gombak taptalajra oltdsa utdn az egyes fajok tovabbra sem léptek interakcidba
az orchidea magokkal. Az ,,.E” gombafaj esetében a hifa teljesen beszétte a taptalajt és f61¢ nétt a
magoknak, igy azok a mikroszképos képen nem lathatok. Interakcié ekkor még mindig nem volt
¢észlelhetd.

4 hénappal a gombak taptalajra oltasa utan kijelenthetjiik, hogy az 6tbol egyik kitenyésztett
gombafaj sem inditotta be a H. adriaticum magok csirazasat H1 zabagar taptalajon, tehat ezek a

fajok a mi kisérleti koriilményeink kdzott biztosan nem lettek szimbionta gombapartnerei a fajnak.

3.5.  Azinvitro nevelt H. adriaticum novények Kiiiltetési kisérleteinek eredményei

A természetes ¢l0helyrdl hozott talajba tiltetett 4 éves, nagy ikergumokkal rendelkezd egyedek
levelei szeptember elejére megbarnultak, majd novemberre eltiintek. A dolgozat elkésziiltekor a
novények még teleltek. Remélhetdleg 2020 tavaszara fogjuk meglatni, hogy lesz-e j hajtas az
ikergumén. A H. adriaticum faj életciklusat figyelembe véve virdgozni biztosan nem fognak, a
kérdés és az értékes eredmény az lesz, hogy a telet atvészelik-e, és ha igen, tavasszal hany leveles
hajtés lesz rajtuk megfigyelhetd.

Az in vitro nevelt, altalunk dsszeallitott tiltetokozegben H. adriaticum névények a kisérleti
1d6 soran koriilbeliil 1 honapig voltak tarthatok, majd egymas utan barnultak meg, és szaradtak el.
A Greenman Floraria termékkel 6ntozott 3 novény 6 hétig, mig a folyékony MFA taptalajjal
ontozott cserepekben 10 hétig birtak a kitiltetett H. adriaticum egyedek. Tény, hogy ehhez a
kisérlethez 1,5 éves egyedeket hasznaltam fel, lehetséges, hogy nem voltak még elég erdsek a
kitiltetés okozta stressz legy6zéséhez, de igy gondolom, hogy az ilyesfajta, egyénileg dsszeallitott
tiltetokozegbe iiltetéshez sokkal specidlisabb koriilmények kellenének (nevelélampa, megfeleld
vilagitas, hdmérséklet és levegd paratartalom biztositasa), amilyeneket az Egyetemen sajnos nem

tudtam biztositani nekik.
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3.6. UJTUDOMANYOS EREDMENYEK

l. A Himantoglossum adriaticum magjai szamara a modositott Fast taptalaj pH optimuma
6,5-7,5 kozott van. Ezeken a pH-kon csirdznak a leghamarabb (6 honap), és legmagasabb aranyban
a magok (3,2-4%). Ez a kémhatas kozel megegyez6 az ¢él0helyén mért talaj kémhatasaval. A
magvetés utani 20. honapban a legjobban csirazé lombikokban pH 4,5-en 0%, pH 5,5-en 0,6%,
pH 6,5-en 3,2%, pH 7,5-en 4%, pH 8,5-en 0% volt a csirazasi arany. A taptalaj kémhatasa
jelentdsen befolyasolja a H. adriaticum magjainak csirazasi sebességét és a kialakuld protokormok
szamat.

Il. A Himantoglossum adriaticum magjai szamara az optimalizalt pH-ju modositott Fast
taptalaj optimalis KCI koncentracidja 280 mg/1200 ml. A taptalaj KCI koncentracidja szintén
befolyasolja a H. adriaticum magjainak csirazasi sebességét és a kialakuld protokormok szamat.
1. A Himantoglossum adriaticum magjai szamara az optimalizalt pH-ji modositott Fast
a taptalajban egyre er6teljesebben gatolja a H. adriaticum magjainak csirazasat.

IV. A Himantoglossum adriaticum protokormjainak szamara az optimalizalt pH-ja, KCI és
kozott van. Ekkor a leggyorsabb a csirandvények novekedése és fejlodése. 4 mg AgNOs3 és 25 ml
kokuszviz egyiittes taptalajhoz adasa tovabb fokozza a csirandvények novekedését €s fejlodéseét,
beldliik kifejezetten erds, életképes, sotétzold levelli novények fejlddnek.

V. A Himantoglossum adriaticum gyokerének szekvenalasa 14 Ascomycota- és 3
Basydiomycota taxont mutatott ki, melyek koziil a H. adriaticum mikorrhiza partnereként a mar
jelzett Tulasnella nemzetség mellett a mas orchidea fajok szimbiontajaként leirt Rhizoctonia

forma-nemzetség és a Cryptococcus neoformans a legesélyesebbek.
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4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a H. adriaticum szamara az ex situ, in vitro
csiraztatas joval eredményesebb a BODIS et al. (2011) altal leirt, és az altalunk, terepi felmérések
soran mért él6helyi talaj kémhatéssal kozel megegyezdé pH-n (pH 7), mint a Fast taptalaj alap 5,5-
es pH-jan. Ez eléremutaté eredmény, éppen ezért sziikséges mas hazai orchideafajok taptalaj pH
optimumanak meghatarozasa is, az ¢lohelylik talaj pH-janak mérésével egyiitt. Eziranyua
kisérleteinket mar elinditottuk a Himantoglossum jankae, az Orchis militaris és az Orchis
purpurea fajok esetében, a jovoben pedig minél tobb hazai faj taptalaj pH optimumanak
meghatdrozasa a célunk.
emelni sziikséges 280 mg/1200 ml-re. A masodik legjobb csirdzasi eredményt az eredetihez képest
kicsit kevesebb (120 mg/1200 ml) kalium-klorid mennyiséggel kaptuk. Az eredeti recept alapjan
adagolt kalium-klorid mennyiséget (200 mg/1200 ml) tartalmazé taptalajon viszont hidba a kezdeti
protokormok gyors kialakuldsa, a kisérlet végére ezekben a lombikokban a masodik legrosszabb
csirdzasi eredményt kaptuk mennyiségi tekintetben.
forditottan aranyos. Azaz minél kevesebb a taptalajban az ammoénium-nitrat mennyisége, annal
jobb csirazasi, protokormképzési eredmények érheték el a H. adriaticum faj esetében. Ez
egybevag a szakirodalmi attekintés 2.5.3. alfejezetében bemutatott, VAN WAES (1984), VAN
WAES ¢és DEBERGH (1986) illetve EIBERG (1970) altal tapasztalt eredményekkel.

A protokormokra és a csirandvényekre a kokuszviznek nagyon latvanyos ndovekedésserkentd
hatasat tapasztaltuk. A kisérleteink alapjan az optimalis kokuszviz mennyiség 30- €s 40ml kozott
van 1200 ml taptalajra vonatkoztatva. Ez a hatds még erésebb, ha a taptalajban 4 mg/1200 ml
eziist-nitrat is jelen van. Ez valoszinlileg a kokuszvizben taldlhato citokinineknek és egyéb
fitoregulator vegyiileteknek, valamint az eziist-nitrat etilén-gatld hatasanak kdszonheto.

A H. adriaticum esetében a kokuszviz és az eziist-nitrat egyiittes hatasanak sikerét latva ugy
gondolom, hogy érdemes lenne ezt tobb mérsékelt égovi orchidea faj csirdzasa és a csirandvények
novekedése esetében is vizsgalni.

Tovabbi vizsgalataink folynak jelenleg annak megfigyelésére, hogy a H. adriaticum magok
in vitro csiraztatasa soran a taptalajhoz adott 25 m1/1200 ml kokuszviz és a 4 mg/1200 ml eziist-
nitrat egylittesen milyen hatast fejt ki a csirdzas meginduldsdnak idejére, illetve a keletkezd
protokormok mennyiségére és allapotara. Egy masik jelenleg zajlo kisérletiink soran arra a
kérdésre keresiink valaszt, hogy a magvetés utani ,,chilling”, pihend idészak hossza hogyan
befolyasolja a H. adriaticum magok csirazasi sikerét, mivel a szakirodalmi protokoll szerinti 3

honap 4°C-on, sotétben tartas igen hosszu folyamat, ezért 1ényegesnek tartjuk alatimasztani vagy
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megcafolni ennek sziikségességét. A jovoben pedig érdemes a taptalaj tobbi komponensének
mennyiségét is vizsgalni mind a H. adriaticum, mind pedig tobb, hazai vadon €16 orchideafajunk
csiraztatdsa esetében.

Kisérleteink soran a legnagyobb problémat szamunkra az in vitro csirandvények tartasa jelenti
a Szent Istvan Egyetemen, mivel a H. adriaticum in vitro nevelt névényeknek a fényszobai,
mesterséges megvilagitasu tartds nem felel meg, a délkeleti fekvésii, nyaron nappal 28-30°C-0s
maximumu, éjjel 24°C-os minimum homérsékletii, természetes fényli szobaban tartas szintén nem
felel meg, mivel ez a nappali hdmérséklet tal magas szamukra. Az északi tajolasu, nyaron nappal
26°C-o0s maximumd, €jjel 22°C-o0s minimumu homérsékletii, természetes fényii szobaban tartas is
csak mérsékelten megfeleld, mivel az eltelt hénapok sordn az egyedek allapota fokozatosan
romlott (egyre tobb barnult meg). Igen nehéz taldlni egy olyan helyet, ahol megfelelé a
hémérséklet- és fényellatottsag, valamint van akkora hely, ahol nagy mennyiségii in vitro nevelt
novényt hosszitavon lehet tartani, és ehhez illetéktelen nem fér hozza. Ezért még mindig az ELTE
Fiivészkerttel egyiittmiikodve végezziikk a kisérleteinket, ahol nagy odafigyeléssel tartjak a
lombikjainkat. Ezt a problémat viszont j6 lenne orvosolni, és az Egyetem teriiletén kellene talalni
vagy kialakitani egy hosszitadvon hasznalhato, kisméretii, kisérleteink alapjan megéllapitott
legmegfelelobb tartasi koriilményeket biztositdo fix 24°C-ra beallitott, természetes fénnyel
megfeleld mennyiségben megvilagitott szobat annak érdekében, hogy a kisérletek folytonosan,
pontosan és helyben miikddhessenek.

A H. adriaticum mikorrhiza gombapartnerének meghatarozasaval kapcsolatos kisérleteink
soran a gombapartnerek izolalasa gyokérszegmensbdl, molekularis genetikai vizsgalatokkal, nem
szolgalt megbizhatd eredményekkel, mivel biztosan kizarhato taxonok (pl. a teriileten el6 nem
fordul6 orchidedk) igen magas abundancidval voltak jelen, mig a szakirodalomban is emlitett
mikorrhiza fajok DNS szekvencidjanak abundancidja igen alacsony volt. Azaz kétséget kizardan
a H. adriaticumon kiviil egyetlen egy kimutatott taxonra sem mondhatjuk, hogy biztosan jelen volt
a H. adriaticum gyokerében. A kiilonb6zé gombak kitenyésztésére alkalmas taptalajok sajnos nem
hoztak a vart eredményeket, egyik taptalajon sem sikeriilt bazidiumos gombat kitenyészteni a
gyokérszegmensekbdl, és a kitenyésztett aszkuszos gombak nem inditottak be a H. adriaticum
magjainak csirdzasat szimbiotikus Gton egymas mellé vetve. A gyokérbdl molekularis genetikai
vizsgalatokkal izolalt bazidiumos gombak koziil a DOWNIE (1959) altal mar egyéb terresztris
orchideafajok szimbiontajaként bizonyitott Rhizoctonia solani, a tobbek k6zott SUFAATI et al.
(2012), ILLYES et al. (2012), GILIAN (2015) éltal terresztris orchideafajok mikorrhiza fajaként
meghatarozott Tulasnella sp., valamint a STARK et al. (2009) altal Gymnadenia conopsea,

valamint MALINOVA (2009) altal Epipactis albensis gyokerébél is mikorrhiza partnerként izolalt
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Cryptococcus nemzetséget sikeriilt izolaltatnunk, de a fentebb mar emlitett okok miatt ezek
jelenléte is igen kétséges.

Eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a jovoben érdemes lehet egyéb,
bazidiumos gombak kitenyésztésére alkalmas taptalajokkal probalkozni. Mind a gy6kérbol, mind
a korabbi, protokormbol valo izolalas soran kapott bazidiumos gombafajokat pedig érdemes lenne
kitenyésztett allapotban beszerezni, majd a H1 zabagaron 6sszehozni a H. adriaticum magokkal,
és megvizsgalni, hogy ezek a fajok beinditjak-e a H. adriaticum magok csirazasat szimbiotikus
uton.

A H. adriaticum csiranévények iiltetési kisérlete az altalunk kevert kozegbe egyelére
sikertelennek bizonyult, mind a Greenman Floraria koncentralt multimikrobialis készitmény, mind
a folyékony modositott Fast taptalaj adagolasa esetében. Véleményem szerint ehhez a kisérlethez
is egy specialis helyiségre lenne sziikség, ahol a megfeleld tartasi koriilményeket hosszatavon
tudnank biztositani a ndvényeknek. Az ¢l6helyrdl szarmazo6 talajba kiiiltetett fajok jovojétdl pedig
egyelére nem tudunk biztos adatokkal szolgalni a disszertacio elkésziiltéig, ennek a kisérletnek az
eredményére legkorabban 2020 tavaszaig mindenképpen varnunk kell.

Célunk a jovében a Himantoglossum adriaticum esetében mind a pH-, mind a KCI és az
NH4NO3 optimum meghatarozasaval kapcsolatos kisérletek megismétlése, hogy az eredmények a
megfeleld statisztikai modszerekkel is értékelhetok legyenek. Tovabba, minél tobb hazankban
eléforduld orchideafaj esetében szeretnénk hasonld kisérleteket elvégezni, megallapitani a pH
optimumukat, meghatarozni a laboratériumi koriilmények kozotti csirazasi sikereiket. Els6ként a
Himantoglossum genus masik hazai fajaval, a Himantoglossum jankae-val tervezziik ezeket a
kisérleteket elvégezni, hiszen akkor a Magyarorszagon el6fordul6 két Himantoglossum faj in vitro
csirazasi tulajdonsagait €s pH igényét is 6ssze tudjuk hasonlitani, igy sokkal komplexebb képet
kapunk majd a csaladrol.

Mindezek mellett szeretnénk tobb, lelkes és érdeklddd fiatal kutatonak megmutatni és
megtanitani az orchideafajok in vitro csiraztatasanak modszereit, és veliik egyiitt dolgozva az
eredményeket publikdlni, valamint a fokozottan védett €és védett fajokra termesztési és

visszatelepitési protokollokat kidolgozni.
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