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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

Doktori értekezésem témaja a magyarorszagi vadon €16 orchideafajok ex situ szaporitasanak
lehetoségei. A kozel 880 nemzetséget (CHASE et al. 2015) és 25-30.000 fajt szamlald
Orchidaceae — kosborfélék a novényvilag legfajgazdagabb csaladja (CHASE et al. 2003; PILLON
és CHASE. 2007). Ezzel egyidejlileg talan ez az egyik legnagyobb faji diverzitassal rendelkezd,
viszont az egyik legsebezhetébb novénycsoport is (CLEMENTE 2009). Az Orchidaceae csaladba
lagyszaru, ével6 fajok tartoznak, életformajuk alapjan lehetnek epifita (fan lako), litofita
(sziklalako), €s terresztris (talajlako) fajok. A talajban vagy fakon gyokerezd orchidedk kozott
ugyanakkor érdemes emlitést tenni a kuszé életformarol is, amely a tropusokon, kiilondsen a
Vanillioidae alcsaladban igen elterjedt. A mérsékelt égévon vadon kizarolag terresztris fajokat
talalunk, igy hazankban is kizar6lag talajlako orchideafélék élnek. Magjaik aprok, endospermium
hianyaban egyediil képtelenek a csirazasra, ehhez ugynevezett orchid mikorrhizékra, szimbionta
gombapartnerekre van sziikségiik. Ex Situ csiraztatasuk ¢és termesztésbe vonasuk még a
szakemberek szamara is igen nagy kihivast jelent. Rendkiviili szépségiik miatt és az emberi faj
O0rokds nagyravagyasa és egzotikumok iranti vonzodéasa miatt egyre tobb probalkozas indul el a
termOhelyliktdl tavoli szaporitasuk €s nevelésiik irdnyaban.

Mindezek mellett, legtobbjiik nagyon érzékeny a kdrnyezetiik legkisebb valtozasara is. Ezért is
valtak ilyen gyorsasaggal és ekkora mértékben veszélyeztetett fajokkd. Az elmult kdzel 30 év
soran egyre novekvd tendencidval 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 populacio teljes kihaldsdhoz. A természetes
¢lohelyek csokkenése nem csak az emberi beavatkozasoknak koszonhetdé, hanem a
klimavéltozasnak is, amely hatdsara az ¢él6helyek abiotikus és biotikus egyenstlyanak
megvaltozasa az orchidea populaciokra is jelentds, leggyakrabban negativ hatast gyakorol.

A gyljtési, birtoklasi vagy okozta nagyfokt kereskedelem hatasara tobb faj is kipusztulassal
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 ala helyezte, kereskedelmiik a
megfeleld védettségi kategoria (Appendix I, Appendix II.) szerint szabalyozotta valt (MATHEW
és 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. torvénnyel hirdette ki. Az Egyezmény szellemében hazank
kotelezettséget vallalt a magyarorszagi fajok, bioldgiai rendszerek sokféleségének megorzésére.

A 9. cikkely az ex situ megdrzés kotelességérdl szol. Hazai orchideaink ex situ megdrzésével
2
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kapcsolatos kutatasaimat €s dolgozatomat is ennek az Egyezménynek szellemében végeztem ¢€s
készitettem el.

Doktori kutatdsaim soran a fent emlitett tényezOok okan a hangstlyt a hazankban el6forduld
veszélyeztetett orchideafajok, kiemelten a fokozottan védett Himantoglossum adriaticum ex situ
védelmére helyezve, munkam fobb célkitlizései a kovetkezok voltak:

e A Himantoglossum adriaticum in vitro csiraztatasi és tenyésztési koriillményeinek kidolgozasa
¢és optimalizalasa: a modositott FA taptalaj pH, kalium (kalium-klorid) és nitrogén (ammonium-nitrat)
optimumanak meghatarozasa, a kokuszviz és az eziist-nitrat adagolas hatasanak vizsgalata a faj
magjainak csirazasi idejére és erélyére, valamint a ndvénynevelés 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 gyodkeréb6l az endo- és ektomikorrhiza gombapartnerek
izolalasa, meghataroztatasa molekularis genetikai vizsgalatokkal.

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

sikerességének megfigyelése az altalunk kevert kdzegben és az éldhelyérdl hozott talajban.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az orchideafélék csaladjanak elterjedése és bemutatisa

Az Orchidaceae csalad az egyik legfajgazdagabb a zarvatermék kozott. Kevés modszeres
elemzés tortént a csalad méretének meghatarozasara, ezért a pontos fajszamra mindmaig csak
becsléseink vannak. NASH et al. (2005) alapjan nagysagrendileg 800-900 nemzetség és 25-35.000
faj alkotja a csaladot, mig GARAY (1960) 30.000-re, WILLIS (1973) 17.000-re, MADISON
(1977) 30.000-re, DRESSLER (1981) 19.192 fajra, ATWOOD (1986) modszereivel pedig 19.128
fajra becsiilte meg a csalad nagysagat. A legfrissebb 0sszegzés alapjan kortilbeliil 880 nemzetség
¢és 26.000 faj alkotja a csaladot. Részletesebben az Apostasioideae alcsaladban 2 nemzetség 15
fajjal, a Vanilloideae alcsaladban 14 nemzetség 245 fajjal, a Cypripedioideae alcsaladban 5
nemzetség 170 fajjal, az Orchidoideae alcsaladban 208 nemzetség 3755 fajjal, az Epidendroideae
alcsaladban pedig 650 nemzetség 21800 fajjal képviselteti magat (INTERNET-1 2019). Ebbdl is
lathatd, hogy a faji diverzitas miatt igen nehéz naprakész informéciot adni az orchideafélék pontos
fajszamarol. Mindezek mellett, ha beleszamitjuk a keresztezéseket, hibrideket és valtozatokat is,
akkor ez a szam meghaladhatja a 100.000-res nagysagrendet. Ez a rendkiviili diverzitas a
viragzatra is jellemzd, amely miatt a botanikusok és a novények szerelmesei méltan talaljak
lenylig6zének ezt a ndvénycsaladot.

A fajok vilagszerte, az Antarktiszon kiviil minden kontinensen megtalalhatok (NICHOLSON
et al. 2008). A kosborfélék csaladjanak kora is igen vitatott. JANSSEN és BREMER (2004)
alapjan 111 milli6 évvel ez eldttre, mig CHOMICKI et al. (2014) altal rekonstrualt idévonalon
93,7 (121-75) millio évvel ez elottre becslik a csalad keletkezését.

Az bizonyos, hogy RAMIREZ et al. (2007) a Dominikai Koztarsasdgban, koviilt
fenyégyantaban, borostyanban talaltak meg a Proplebeia dominicana nevii méhfaj nagyjabol 15—
20 millio évvel ez el6tt élt példanyat, amelynek potrohan egyértelmiien orchideatol szarmazo
pollencsomagot fedeztek fel. A lelet kormeghatarozasa, tovabbi fosszilidk vizsgalata és a
filogenetikai torzsfa elkészitése alapjan a ma €16 orchidedk legkozelebbi k6zds dsének elvalasa a
rokonoktol koriilbeliil (90-)84-76(-72) millio évvel ez elbttre, a kréta korszak végére tehetd
(RAMIREZ et al. 2007). GUSTAFSSON et al. (2010) altal rekonstrualt torzsfa alapjan 80 (56-
105) milli6 évvel ez eldttre, a késd kréta iddszakara becslik az Orchidaceae csalad legkozelebbi
kozos Osének kialakulasat.

A Fold kontinensein megtalalhaté orchideafajok szamat tekintve, Eszak-Amerikdban 200,
Ko6z¢ép-Amerikaban 1000, Dél-Amerikdban 6-8000 faj, Eurépaban 200, Afrikaban 2000, Azsidban
10-15.000, Ausztralidban 700 faj honos (R. ESZEKI 2012). A fajok elterjedését az abiotikus
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tényezok jelentdsen szabalyozzak. Ezek koziil az egyik legfontosabb a klima. A fajok elterjedése
az éghajlattal van Osszefliggésben, melynek legfontosabb elemei a csapadék, a hdmérséklet és a
fény mennyisége.

A csalad kozel 90%-a a tropusokon, fakon él (epiphyta) (JEZEK 2005). Ez a szam KRESS
(1986) alapjan 73%. A talajlaké (terresztris) fajok az orchideafélék kisebb részét teszik ki. A
mérsékelt égdv teriiletén, igy hazédnkban is, terresztris fajok fordulnak eld.

Rendkiviil véltozatosak, néhanyuk akar 1,5 méter magasra is megndhet, néhdnyuk viszont alig
éri el a 10 cm-es magassagot. A savanyu (pH 4) tézegmohalapoktol kezdve az enyhén lugos (pH
8,5) talajokig, a szaraz sztyepprétektdl, sziklagyepektdl az allando vizzel boritott uszolapokig, a
nyilt, fényben gazdag rétektdl kezdve a sotét, siiri, zart lombkoronaszintli erdékig barmilyen
¢l6helyen és kliman megtalalhatok. Néhany faj a tropusi égdvben is megtalalhato, néhanyuk pedig
a hideg, fagyos teleket is kibirjak. A hiivos kliman megtalalhat6 legtobb faj terresztris. Ezen fajok
tobbsége lombhullatd, nagyobb résziik tavasszal hozza az 0 télevélrozsdjat, kisebb résziik dsszel,
majd attelelnek. Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a terresztris orchideafajok széles
¢l6helyspektrummal rendelkeznek, koztiik tarsulaskozombos fajok és élohelyspecialistak egyarant
megtalalhatok.

Az atteleld szerv alapjan két csoportot kiilonboztethetliink meg: gyoktdrzzsel rendelkezd és
ikergumos fajokat. A két csoport fajai ivaros szaporodasukban, igy megtermékenyiilésiikben is
jelentés kiilonbséget mutatnak. Az ikergumoés fajok megtermékenyiilési aranya jelentésen
magasabb, mint a gyoktorzses fajoké, melynek f6 oka az lehet, hogy a rhizomas fajok fbleg
erdOkben, arnyas helyeken eléforduld fajok, igy esetiikben kevesebb a beporzé faj mennyisége,
igy az értett termés is, viszont ezek a fajok képesek gyoktorzsrdl is szaporodni, ezért esetiikben
valosziniileg ez a szaporodasi méd az elsédleges. MOLNAR V. (2011) alapjan példaul a
Cephalanthera rubra (piros madarsisak) gyoktorzses faj 293 viragabol 38 termés (~13%-0s
megtermékenyiilés), mig a Anacamptis coriophora (poloskaszagu sisakoskosbor) ikergumos faj
3898 viragabol 3436 termés fejlodott (~88%-o0s megtermékenyiilés). Sajat vizsgalataim alapjan a
Cephalanthera rubra esetében a Jaszfényszarui populacio és a Biikki Nemzeti Park teriiletén
talalhato 3 allomany 1044 virdgbol 268 termékenyiilt meg, igy a megtermékenyiilés 26%-0S
(GILIAN et al. 2019), az Anacamptis coriophora (poloskaszagu sisakoskosbor) elzamajori
populacidjaban pedig 1494 viragbol 754 termékenyiilt meg, igy ennek a fajnak a
megtermékenyiilési aranya ~51%-0s (GILIAN 2012).

A Karpat-medence, Karpatok, és igy Magyarorszag orchideaflorajat eldszor KELLER és SOO
(1930) dolgoztak fel ,,Europa és a mediterran orchideak monografiaja és ikonografidja” cimmel.

Jelenleg, a legijabb hazai orchideaflorat bemutatdé irodalom a Molnar V. Attila altal

szerkesztett Magyarorszag orchideainak atlasza. Ez alapjan Magyarorszag teriiletér6l 67
5
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orchideafajt irtak mar le, melyek koziil a Malaxis monophyllos (L.) Swartz (egyleveli lagyvirag),
a Herminium monorchis (L.) R.Br. (egygumoji minka) és a Spiranthes aestivalis (Poir.) Rich.
(nyari flizértekercs) fajok eléfordulasarol tobb, mint 50 éve nincs adat, ez alapjan ezek a fajok
Magyarorszag teriiletér6l kipusztultnak tekinthet6k, a Goodyera repens (L.) R.Br. (kuszé
avarvirdg) eltlintnek tekinthetd, mivel mar tobb, mint 10 éve nincs bizonyitott eléfordulasa
hazankban, az Ophrys bertolonii (Bertoloni-bang6) pedig 2010-ben Gjonnan felbukkané faj volt,
azonban eléfordulasardl azéta sincsen Gj adat (MOLNAR V. et al. 2011a). gy elmondhato, hogy
jelenleg 62 orchideafaj van tartosan jelen az orszagunk florajaban (MOLNAR V. et al. 2011b). Ezt
a fajszamot viszont érdemes bizonytalanként kezelniink, egyrészt a taxonomiai bizonytalansagok
miatt, masrészt amiatt, hogy az Epipactis nemzetség esetében felroppennek az orchideakkal
foglalkoz6 ,,rajongok™ és szakemberek kozott, szakirodalomban még nem kozolt, de elmondas
alapjan megtalalt fajok (KIRALY 2009; MOLNAR V. et al. 2011b). Emellett a klimavaltozas

hatasara eléfordulhat, hogy a jovOben 0j fajok is megjelennek hazankban.

2.2. A természetvédelem jelentésége az Orchidaceae csalad fajainak megorzésében

Természetvédelmi szempontbol megkiilonboztetiink passziv és aktiv természetvédelmet.
Passziv természetvédelemnek azt nevezziik, amikor az egyedek darabszdmanak novelésébe nem
avatkozunk be mesterségesen, hanem a kornyezeti feltételeket probaljuk meg olyan irdnyba
eltolni, hogy az az adott csoport egy vagy tobb tulajdonsaganak (jelen esetben a ndvények
szaporodasanak) kedvezzenek. Ilyen tevékenység példaul a keritésépités annak érdekében, hogy a
vadak ne tudjanak kart okozni a védendd allomanyban, vagy védoéfalak épitése az autdpalyak
mellett, melyek a kornyezd természetes ¢lohelyek megovasara szolgalhatnak. Az aktiv
természetvédelem pedig az, amikor az ember olyan tevékenységet végez, mellyel kdzvetleniil tud
hozzajarulni a kitlizott természetvédelmi célok eléréséhez, pl. ritka fajok egyedszdmanak
novekedéséhez. Az aktiv természetvédelem hazankban legaltalanosabban elterjedt modszerei (a
kaszalas, legeltetés, cserjeirtas, arasztds, gyepesités) mellett megjelent egy ujabb aktiv
természetvédelmi kezelési 1épés: a méhészet altal hozott haszon. Ennek lényege, hogy a
méhcsaladokat nem vandoroltatjdk, hanem kifejezetten a természetvédelmi értékekben gazdag
teriileteken tartjak. KORMENDY-RACZ (2017) ezzel a médszerrel a Duna—Ipoly Nemzeti Park
tertiletén két biboroskosbor alloméany egyedszamat az egyik esetben haromrol 22 darabra, a mésik
teriileten pedig haromro6l 36 darabra novelte. A felmérések sordn kideriilt, hogy nem csak az
orchidea faj esetében tortént pozitiv valtozas a teriileteken, hanem tobb védett novényfaj
szaporodasa is nagy mennyiségben megindult.

Mindezek alapjan lathat6, hogy a passziv €és az aktiv természetvédelmi kezelési modok

erdsitik egymast, azok egyiittes alkalmazédsa igen fontos az éldvilag sokféleségének megdrzése
6
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érdekében. A méhek megporzd tevékenysége pedig mar bizonyitottan is nemcsak a

haszonnovények esetén fejti ki a gazdasagi hasznat, de a természeti értékeink megovasaban, a

védett novények szaporodasaban is kimagaslé segitséget nytjt (KORMENDY-RACZ 2017).
2.2.1. Nemzetkozi és hazai egyezmények, természetvédelmi programok

A természetvédelemben nagy szerepe van a fajok és az ¢€lohelyek védelmének egyarant.
RODICS (1995) egy atfogd tanulmanykotetben nyujt Osszefoglalét a természetvédelmi
egyezmények kialakulasarol és a nemzetkozi 9sszefogas fejlédésérdl. rasa alapjan a nemzetkozi
Osszefogas gondolata mar tobb, mint egy évszazaddal ez eldtt megsziiletett a természet épségéért
aggo6do emberekben. Akkoriban elsdsorban az allatokkal valo kereskedelem veszélyét ismerték
fel, igy az elso 1épéseket is ilyen irdnyban, a madarak védelmének érdekében tették meg. Az 1870-
es években dobbentek ra arra, hogy a tropusi madartollakkal diszitett kalapok divatba kertiilése
allatok ezreit pusztitja el. 1902-ben pedig létrehoztak az elsé egyezményt a Mezdgazdasagi
Szempontbdl Hasznos Madarak Védelmére (Convention for the Protection of Birds Useful to
Agriculture). 1916-ban alairtak az Egyezmény a Vonulé Madarak Védelmére (Convention for
Protection of Migratory Birds) megallapodast. Ezek utdn a XX. szdzad sordn egyre tobb
nemzetkdzi megallapodas sziiletett a témaban. 1940-ben latott napvildgot az elsé olyan nemzetkozi
megallapodas, amely az ¢lovilagot minden karos emberi beavatkozastdl védi, Nyugati Félgdmb
Egyezmény (Convention on Nature Protection and Wildlife Preservation in Western Hemisphere)
néven.

1973-ban létrejott a mai napig talan legnagyobb és legismertebb nemzetkdzi egyezmény a
Washingtoni Egyezmény, azaz CITES (Convention on International Trade in Endangered Species
of wild flora and fauna), mely a veszélyeztetett vadon €16 allat- €s novényfajok kereskedelmét
korlatozza és szabalyozza 3 fliggelékben. Jelenleg 183 részes fele van az egyezménynek, és tobb
mint 35.000 &llat- és novényfaj védelmét biztositja fliggetleniil attol, hogy maga a kereskedelem
€10, vagy ¢lettelen példanyokkal, azok részeivel vagy szarmazékaival (pl. szGrmével vagy szaritott
gyogynovényekkel) torténik.

Az Egyezmény 1. és 11. fiiggelékében szerepelnek az Orchidaceae csalad fajai és hibridjeik, a
szabalyozas kiterjed a mesterségesen csirdztatott egyedekre is. Az I. fiiggelékben, amely esetén a
fajokkal valo kereskedelem szigoruan tilos, 6 tropusi faj (Aerangis ellisii, Dendrobium cruentum,
Laelia jongheana, Laelia lobata, Peristeria elata, Renanthera imschootiana) és 2 topusi
nemzetség (Paphiopedilum, Phragmipedium) 6sszes faja szerepel. Az Orchidaceae csalad Gsszes
tobbi tagja (igy a mérsékelt égdvi orchidedk is) a II. fiiggelékben szerepel, amely alapjan a
kereskedelemiik csak szabalyozott keretek kozott lehetséges, ugynevezett CITES engedélyhez

kotott. Ugyanakkor fontos tudni, hogy a steril konténerben szallitott, in vitro szaporitott, szilard
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vagy folyékony tdptalajon levd magoncokra vagy szovettenyészetekre nem vonatkoznak az
egyezmény rendelkezései (CITES 1973, INTERNET-2 2003).

Az 1.a-h abrakon az orchideédkkal valé globalis kereskedelem mértéke lathaté 1975-2016
kozott. Az abrakrol jol leolvashatd, hogy az orchidedkkal az importérok altal bejelentett
kereskedelem mértéke 1975-2011 kozott hihetetlen gyorsasaggal novekedett egészen 100 millid
t6/év mértékig, majd 2012-2016 kozott 67,5-80 millio té/év a globalis import. A bejelentett export
rendszerint joval kevesebb az importnal, sokszor jol lathatoan stagnal, 2002 6ta egyértelmiien
egyre tobb a bejelentett export, 2013 6ta pedig erdteljesen ndvekszik az exportalt orchidedk szama.
A legtobb é16 orchidea tovet Dél-Korea, az Egyesiilt Allamok és Japan importalja (2. abra), az
exportban pedig Kina, Thaifold és Hollandia a vezetd orszagok (3. abra). Az illegélis kereskedelem
azonban folyamatosan jelen van a vilagon, az ellendrzések soran rendszeresen taldlnak CITES 1.
fiiggelékes fajokat Eurépaban (RODICS 1995). Néhany orszag a vadon €16 novényvildgara mar
teljes kiviteli tilalmat rendelt el. Ilyen orszdgok India, Sri-Lanka, Indonézia, Costa Rica, Honduras
és Peru.

Magyarorszag 1985-ben csatlakozott a CITES Egyezményhez, melyet az EU-s
csatlakozdsunk ota az EC No. 338/97 tanacsi rendelet szabalyoz. Ennek A és B mellékletében

szerepelnek az orchideafélék. Hazank vadon €16 orchideafajai a B mellékletben szerepelnek.
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1. abra Az orchideakkal valo globalis kereskedelem mértéke (db) 1975-2016 kozott. A fekete vonal az az importorék
dltal, mig a vilagoszéld vonal az exportordk altal bejelentett kereskedelem mértékét jelzi. Forras: http://cites-
dashboards.unep-wcmc.org/global
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A CITES-en kiviil az 1979-ben 1étrejott, az eurdpai, vadon €16 €lévilag és a természetes
¢léhelyek védelmérdl szoldo Berni Egyezmény I. fliggelékében szerepelnek az orchideafélék.
Ehhez az Egyezményhez hazank 1990-ben csatlakozott.

Az IUCN (International Union for Conversation of Nature and Natural Resources), magyarul
a Természetvédelmi Vilagszovetség, a természetvédelmi értékek megbrzésére, 1948-ban
létrehozott nemzetkozi szervezet, mely jelenleg tobb, mint 170 orszagbdl, tobb, mint 1300 taggal
rendelkezik. Az egyes allamokon kiviil tagjai lehetnek kormanyzati tigynokségek, orszagos szintii
nem kormanyzati szervezetek, tarsszervezetek és nemzetkdzi nem kormanyzati szervezetek
egyarant. Az IUCN Voros Lista Program célja, hogy biztositsa a lakossag, a természetvédok, a
nem kormanyzati szervezetek, a média, valamint a politikai déntéshozok szamara, szigortan

tudomanyos szempontbol meghatdrozva a legatfogobb informéciokat a vilag fajainak védettségi

10
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allapotardl annak érdekében, hogy ezek alapjan tajékozottan, a legmegfelelobb dontéseket €s
intézkedéseket tudjak megtenni (BAILLIE et al. 2004).

Ahhoz, hogy megteremtsenek egy objektiv és tudomanyosan elfogadott listat, 1994-ben
megfogalmaztak a Voros Lista (Red List of Threatened Plants) kategoériait és kritériumait (IUCN
1995), melyet 2001-ben feliilvizsgaltak (IUCN 2001). Ez alapjan a Lista az ismert fajokat kilenc
kategoriaba sorolja a felméretlentdl (Not Evaluated) a kihaltig (Extinct).

1992-ben az Eurdpai Unié a természetvédelem érdekében megalkotta és kidolgozta az
ugynevezett ,,¢lohelyvédelmi iranyelvet”. Az irdnyelv célja, hogy a természetes ¢lohelyek,
valamint a vadon ¢l6 allatok és novények védelmével hozzajaruljon a biologiai sokféleség
biztositasahoz a Szerzddésben érintett tagallamok europai teriiletén beliil (INTERNET-3 1992).
Az Iranyelv 3. cikke tartalmazza az 1j, egységes eurdpai Okologiai haldzat, a Natura 2000
fogalmat, amely alapjan a ,,természeti teriiletekbdl allo halézat célja, hogy biztositsa az érintett
természetes ¢l0helytipusok, valamint az érintett fajok él6helyeinek kedvezd védettségi allapotanak
fenntartasat vagy adott esetben helyreallitdsat természetes kiterjedésiikon, illetve elterjedési

teriletikon beliil”.

2.3. Az orchideak fennmaradasanak veszélyezteté tényezoi és a klimavaltozas hatasa

2.3.1. Veszélyeztetd tényezdk

Manapsag, az emberi kornyezetformalo tevékenységek €és a valtozo i1ddjarasi tényezok
hatdsara a természetes €l0helyek szama és kiterjedése vildgszerte rohamosan csokken. Ahogy
kezdiink szembenézni a hatodik nagy kihalasi krizis id6szakaval (CANADELL és NOBLE 2001),
egyre nagyobb figyelem irdnyul a biodiverzitds megdrzésére (SWARTS és DIXON 2009). Egyes
terresztris orchidedk ¢életformdjukbol adodéan az egyre gyorsabban valtozd éghajlati
folyamatokhoz nem képesek adaptalodni, igy a kihalasi kockazat esetiikben magasabb (SWARTS
¢s DIXON 2009). Az ¢l6helyek feldarabolddésa és a kulcsfontossagu fajok eltlinése nagy veszélyt
jelentenek az Okoszisztémak fennmaradasara. Az egyre fokozodo tiizek szama, beporzd fajok
csokkenése €s az invazids fajok elszaporodasa mar mind bizonyitottan szerepet jatszanak egyes
orchidea-populaciok és azok genetikai diverzitasanak drasztikus csokkenésében (SOSA és
PLATAS 1998; COATES és DIXON 2007). MOLNAR et al. (2015) és MOLNAR és TAKACS
(2016) alapjan, 2015-2016-ban a pollinacids krizis még nem érintette a magyarorszagi orchideakat
(legalabbis a reproduktiv sikeriik szempontjabol).

Mindezek mellett a nagyravagyo, egzotikumok irant vonzodo emberek orchidea gytijtése tobb
vadon €16 fajt sodort mar a kipusztulas hatarara (CRIBB et al. 2003). KOOPOWITZ et al. (2003)

az 1800-as évek kozepétdl kezdddden az elsd vilaghabora kezdetéig terjedd idészakot ,,az orchidea

11
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gyljtés aranykora” névvel illette. Ennek kovetkeztében szdmos orchideafaj kertilt
,veszélyeztetett” és ,,sebezhetd” IUCN kategoriaba (SHIROKOV et al. 2016).

A szérazfoldi orchidedak elterjedési mértékében és a populaciok stabilitasaban nemcsak a fold
feletti, hanem a fold alatti életszakaszhoz kapcsolodd tényezok is fontos szerepet jatszanak
(WOOLCOCK ¢és WOOLCOCK 1984; CLEMENTS 1988; DIXON 1989). Ez utébbihoz tartozik
az elso ilyen létfontossagh sziikséglet, a korabbi alfejezetekben mar emlitett talajfelszin alatt
bekovetkezd mikorrhizalis 0sszekapcsoltsag az orchidea és a gomba kozott (WARCUP 1971;
RAMSAY et al. 1986; RASMUSSEN 2002). A masodik fontos tényez6 pedig, amely mar a fold
feletti fazishoz tartozik, a hatékony megporzas és megtermékenyiilés (STOUTAMIRE 1983;
ROBERTS 2003). Az Orchidaceae csalad nagyfoku taxondmiai diverzitasat ennek a két
1étfontossagu kdvetelmény specializacidjanak tulajdonitjak (SWARTS és DIXON 2009).

Ahhoz, hogy sikeresen meg tudjuk védeni az orchideafajokat szerte a viladgon, elsdsorban azok
¢lohelyét kell megvédeniink. Azok a fajok, amelyeknek az elterjedési teriilete nagyon kicsi, sokkal
sebezhetdbbek, és jobban ki vannak téve a gyorsan valtozo kornyezeti koriilményeknek, mint a
sz€les korben elterjedt, generalista fajok. A fajok hanyatldsdnak oka bar 0sszetett, a populaciok
hossztavl fennmaradésa részben a magtermelésiik mennyiségétdl, és azok életképességétol fiigg,
fliggetleniil a védettségi allapotuk mértékétsl (BIRO et al. 2014). A fent felsorolt tények alapjan
fontos, hogy az orchideafélék fajainak élohelyi adottsdgai, morfologiai tulajdonsagai,
reprodukcios sikeriik, a magjaik €letképessége és azok mesterséges szaporitasi lehetdségei egyre
tobb kutatasnak legyenek a kdzponti témai.

2.3.2. A klimavaltozas hatasa az orchideafélékre

A szélsOséges 1dojarasi jelenségek egyre gyakoribba valnak az egész vilagon (WMO 2011;
RAHMSTORF és COUMOU 2011; COUMOU és RAHMSTOREF 2012), ami arra utal, hogy az
éghajlatvaltozas mar nemcsak egy jovObeli fenyegetés, hanem a jelenben zajlo, egyre gyorsuld
folyamat is. Az éghajlatvaltozas hatdsai kiilonboz6 szinteken érzékelhetdk, igy példaul kozosségi
szinten (WOODWARD et al. 1998), faji szinten (JOHNSTON és SCHMITZ 1997) és populacio
szinten (COCHRANE et al. 2014) is. Egyre tobb kutatds iranyul a klimavaltozas hatisara a
kiilonféle fajok és kozosségeken beliili eloszlasbeli (PARMESAN ¢és YOHE 2003; THUILLER et
al. 2005), talélési, fenologiai- (FITTER és FITTER 2002; MORELLATO et al. 2016) és
reprodukcios sikerbeli (ACKERMANN 1989; AIZEN et al. 2002) véltozasokra. Rendkiviil fontos,
hogy megértsiik a novényfajok kornyezeti valtozdsokra adott valaszreakcioit, mivel azok
els6dleges termeldi szereplik miatt a Fold szinte minden 6koszisztémajanak 1étfontossagu elemei.
Mindezek alapjan egyre inkabb ugy tlinik, hogy a vegetacidban vagy a populacidkban végbemend
fenoldgiai illetve reprodukciobeli valtozasok az elsddleges kozvetitdi lesznek a klimavaltozas

allatvilagra és emberiségre gyakorolt hatasainak (PARMESAN és HANLEY 2015).
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A globalis felmelegedés arra kényszeriti a novényeket, hogy északabbra és magasabb
tengerszint feletti magassadgokra huizodva uj, megfeleld él6helyeket keressenek (LENOIR et al.
2008; ENGLER et al. 2011; CHEN et al. 2011), amelyek soran a borealis €s alpesi fajok és
populaciok rendkiviil sériilékenyekké valnak (THUILLER et al. 2005). Az orchidea populaciok
ugyanezt a viselkedést mutatjak, a sikvidéki régiobodl a polusok felé, vagy magasabb tengerszint
feletti magassagokra vandorolnak a felmelegedd periddusok sordn (JACKSON et al. 1987), a
hegyvidéki teriiletek lejtdin €16 fajok pedig felfelé mozognak a magassagi gradiens mentén
(THOMPSON 1990). A fény és a nedvesség mennyisége is valtozik az éghajlati tényezok
valtozasaval. Az mar ismert, hogy egyes orchidedk nagyon érzékenyek a kornyezeti tényezok
valtozasara (FITTER és FITTER 2002; SEATON et al. 2010), és bar a hdmérséklet és a fény enyhe
eltéréseit viszonylag jol képesek toleralni, az elmult évtized éghajlatvaltozasa mar az alkalmasabb
helyek felé kényszeritette dket terjedni (BARMAN és DEVADAS 2013).

Az elmult koézel 30 év alatt az eurdpai terresztris orchideafajok éldhelyeinek szama
(BARMAN ¢és DEVADAS 2013), ezzel egyiitt a populaciok mennyisége és nagysaga is rohamos
csokkenésnek indult. Egyre tobb fajt fenyegeti a kihalas veszélye, igy érzékelhetdvé és szemmel
lathatova valt, hogy mar nem tudnak lépést tartani az éghajlatvaltozassal (ROOT et al. 2003;
THOMAS et al. 2004). A szélsoséges es6zések példaul felgyorsithatjak az er6ziot (SELBY 1976),
az er6zid fokozddasa és gyakorisaga pedig az éldhelyek eltiinése, atalakuldsa sordn negativan
befolyasolhatja a hegyekben €16 orchidea fajok populécioit is (BARMAN ¢és DEVADAS 2013).
azokat a valaszokat, amelyeket a biotikus és az abiotikus kornyezeti feltételekre adnak,
visszacsatolhatunk az el6z6 bekezdés (2.8.1) sordn levont kovetkeztetésre: az adott orchideafaj
talélésének legfontosabb tényezdje a megtermékenyiilési arany fenntartdsa, vagy még inkabb
novelése, ami pedig nagyban fiigg a beporzoktol (TREMBLAY et al. 2005). A hdmérséklet
ingadozésa és extrém valtozasa szintén hatassal van a beporzo fajok jelenlétére és életciklusara is,
igy a klimavaltozas lehetséges hatdsainak megjoslasa a rovar- és novényfenologia egyik {6
mozgatorugojava valt (FORREST és THOMPSON 2011), de még nem rendelkeziink elegend6
informécioval ahhoz, hogy megjésolhassuk ezeknek a hatdsoknak a nagysagat és iranyat.
Mindemellett a globalis klimavaltozds nyoméan a talajban fellépd hdomérséklet, nedvesség,
gazkoncentracid ¢és talajszerkezet valtozasa, valamint a talajbeli invazidos fajok nagy
valoszinliséggel jelentds hatast gyakorolnak az orchidedk szimbionta mikorrhizéira is. Ez utébbi

hatés jelenleg még alig ismert.
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2.4. A Himantoglossum adriaticum — adriai sallangvirag altalanos bemutatasa

A H. adriaticum télevélrozsas, ikergumods novény. Adriato-mediterran, Magyarorszagon
kollin-szubmontan faj (BODIS et al. 2011). Altaldban napos vagy félarnyékos, szaraz, meszes
talaju €él6helyen fordul eld. Elonyben részesiti a sovany gyepeket, cserjéseket, karsztbokorerddket,
erdok széleit vagy tisztasait. Legfeljebb 1600 méteres tengerszint feletti magassagon fordul el
(DELFORGE 2006). Gyakran jelenik meg masodlagos éléhelyeken is, mint példaul utak menti
szegélyekben, sz616s-gylimolcsosokben vagy felhagyott banyak teriiletén (DOSTALOVA et al.
2011, BODIS et al. 2019).

Magyarorszagon mindossze 5 teriileten: a Keszthelyi-hegységben, a Siimeg-Tapolcai-haton,
a Bakonyban, a Koszegi-hegységben ¢és a Soproni-hegységben ismertek kisebb-nagyobb,
viszonylag stabil allomanyai. Visszaszorulasi mértéke a torténelmi Magyarorszag teriiletén 35%-
os. A teljes hazai dlloméany ezres nagysagrendiire becsiilhetd, melybdl évente minddssze 4-500
példany viragzik (BODIS et al. 2011). A faj magjainak atlagos életképessége 17,7%-0s (GILIAN
et al. 2018). Mikorrhiza gombapartnereit tekintve PECORARO et al. (2013) a Tulasnellaceae
csalad jelenlétét izolaltak Olaszorszagban egy egyed gyokerébdl. A faj protokormjaibol
Tulasnellaceae, Telephoraceae csalad és a Battarrea nemzetség jelenlétét izolaltuk (GILIAN et
al. 2015). Egyéb publikalt adat a fajjal egyiitt él6 gombapartnerckre vonatkozoan nincsen.
ElShelyének talaj pH-ja BODIS et al. (2011) alapjan pH 7,3-7.8 kozotti. A Készegi-hegységben,
az altalunk mért talaj pH ezen az él6helyen pH 7,8-8,0 kozotti.

2.5. Az orchideafélék szaporodasbiologiaja

Az orchideafélék megporzasbioldgidja szorosan Osszefligg az evolucidbioldgia
megjelenésével. Az ezzel kapcsolatos kutatdsok széleskorii alkalmazkodést bizonyitottak a
pollinator-orchidea kozti kdlcsonhatasok soran, amely a ndvényi evolicio altalanos megértésének
kulcsfontossagu kérdéseire valaszokat adva, azt egyre vilagosabba teszi szdmunkra (NILSSON
1992).

A csaladot a porzok és a bibeoszlop dsszeolvadasa jellemzi, amelyet az orchideafélék esetében
gynostemiumnak, azaz ivaroszlopnak neveziink. Ez gyakorlatilag egy biszexualisan funkcionalo
szerv, amely maximalizélja a pollen viragbdl ki- €s viragba bejutasat (NILSSON 1992) azzal, hogy
egy-egy pollencsomag (pollinium) képzddik mindkét portokiiregbdl. A megporzas soran a beporzo
rovar a mézajakra szall, mikozben testének egyik része érinti a bibeoszlopot, és a pollinarium a
rovarnak erre a testrészére, altalaban a fejére, vagy a tor eliils részére tapad, amit majd a
kdvetkezd orchidea viragara raszallva, a ragacsos bibefeliiletre juttat. ROTH (1982) kdnyvében
Osszefoglaléan ir az Orchidaceae csaladnal eléforduldé megporzasi tipusokrol. A megporzast

leggyakrabban rovarok: 50%-ban hartyasszarnyuak, majd 18%-ban lepkék, 12%-ban
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kétszarnytak végzik, valamint 15%-ban egyéb beporzok, és 3%-ban kolibrik segitségével torténik
a megtermékenyités. A csaladra mindossze 2%-ban jellemz6 az 5Snmegtermékenyiilés. MOLNAR
V. és SRAMKO (2011) alapjan a csaladon beliil az autogam (6nmegporz6) fajok szama 5-20%-ra
tehetd, a hazankban el6fordul6 fajoknak pedig kozel egyharmadara jellemz6 a megtermékenytilés
ezen formaja. A Cephalanthera damasonium (Mill.) Druce faj esetében példaul gyakori az
onmegporzas, de maga a faj nem obligat dnmegporzd, tehat esetiikben a rovarmegporzas az
elsédleges, de ha az elmarad, képesek 6nmagukat is beporozni. Az Epipactis microphylla (Ehrh.)
Sw. fajnal viszont obligat, kizardlagos dnmegporzast is figyeltek meg, €s sok esetben a viragok
még ki sem nyilnak (kleisztogamia). Ugyanakkor ez a faj tipikus k6lcsonés megporzasu (allogam),
sOt ezen beliil nem csak idegen megporzasu (xenogam), hanem hibridizalhat is (bastardogam) pl.
az Epipactis atrorubes-szel és az Epipactis helleborine-vel.

Sikeres megporzas esetén az orchidedk egy-egy tokszerli altermésében (tovabbiakban
tokjaban) atlagosan 1000-10000 mag fejlddik ki. Ezen magoknak viszont csak téredéke életképes.
A kiilonbozo fajok magjainak életképessége igen tag hatdrokon beliill mozog. VAN WAES ¢és
DEBERGH (1986b) kisérleteiben 31 nyugat-europai orchideafaj életképességét vizsgaltak
kiilonb6zé modszerekkel. A legsikeresebben alkalmazott modszer alapjan a legrosszabb
¢letképességet a Limodorum abortivum magjai adtak 8+7%-kal, mig a legjobb életképességi
értékkel az Epipactis atrorubens magjai rendelkeztek 64+15%-os értékkel.

Ha megfeleléek a koriilmények, fajtol fiiggben valtozo i1d6 eltelte utdn az orchideamag
megduzzad, felreped a maghéj és egy gdmb vagy kup alakt, merisztemoidokbol fejlodd vegetativ
szaporitast szolgalod sejtcsoport, az ugynevezett protokorm, ,,elétest” jon 1étre, és késébb ebbdl egy
differencialt novény alakul ki (TILLYNE MANDY 2005). A terresztris orchidea fajok
protokormjainak feliiletét rhizoidszérok boritjak, legtobbszor siirtin, de eléfordulhat gyengén
szOros és sima feliiletli is (RASMUSSEN 1995). A mikorrhiza kapcsolat ezeken a rhizoidsz6rokon
keresztiil johet létre, majd maga a csirdzds csak ekkor, a gomba 4&ltal biztositott megfeleld
szénhidratforras segitségével indul meg (R. ESZEKI 2012). Ezek utan a protokorm tetején elészor
egy kis dudor formajaban jelenik meg a hajtaskezdemény, majd az elsé levélprimordium, a
gyokérfejlodés pedig csak mindezek utdn indul meg (ARDITTI 1967).

ARDITTI (1967) a 20. szazad orchideakutatasait 6sszefoglal6 cikkében megallapitja, hogy az
in vitro mesterségesen szaporitott, valamint a természetben csirdzé orchideamagoncok kozott
morfologiai szempontbol nem figyelheté meg szignifikans kiilonbség. A protokormok jellege fiigg
a faj ¢él6helyi tulajdonsagaitél. A viz minden esetben nélkiilozhetetlen eleme a csirdzas
megkezdésének. Azok az orchideafajok, amelyek vizes, nedves és fényben gazdag él6helyeken
¢lnek, a talaj felszinéhez kozelebb és gyorsabban csiraznak, valamint csirazaskor azonnal

képeznek zold szintestet. Ezzel szemben a mélyen, a sotét talajban csirdzod fajokbol a csirdzas
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kezdetén a protokormokbdl még hianyzik a zold szintest, €s akkor indul meg a csirazasuk, amint

lehetSségiik nyilik a megfelelé mikorrhiza kapesolatok kialakitasara (R. ESZEKI 2012).

2.6. A terresztris orchideak in vitro szaporitasi lehetoségei

Az orchidedk magjainak mesterséges csiraztatasa iranti érdekldédés az 1800-as években indult
meg. Az elsé csiraztatasi kisérleteket olyan szerves anyagokon préobaltdk, mint a tézegmoha
(Sphagnum), fakéreg vagy avar, am ezek tobbnyire sikertelennek bizonyultak (ARDITTI 1967).
BERNARD (1899) és BURGEFF (1909) voltak az elsék az 1900-as évek elején, akik
megfigyeléseik soran rajottek, hogy a gombaknak mekkora szerepiik van az orchidedk életében és
magaban a csirazas folyamataban a természetben, majd ennek tudatdban megprobaltak az orchidea
magokat taptalajon a természetben veliik ¢l6 gombdakkal egyiitt, szimbiotikusan csiraztatni. Bar a
magok akkor nem sok sikerrel csirdztak, de az a kovetkeztetés levonhatdva valt, hogy az orchidea
magvak a megfeleld mikorrhiza gombapartner jelenlétében in vitro képesek csirazni (KNUDSON
1922).

KNUDSON (1922) Bernard kutatasai alapjan sikeresen csiraztatott tropusi Laelia és Cattleya
fajokat gombapartner jelenléte nélkiil, szalepen, egy terresztris Ophrys faj gumojabdl nyert por
alapu taptalajon. Ot megelézéen 1914-ben egy magyar kutatonének, Galambos Maridnak is
sikeriilt ugyanerre az eredményre jutnia, azonban mivel nem voltak a publikalashoz megfeleld
tamogatdi, igy eredményei nem jutottak nyilvanossagra (TILLYNE MANDY 2005).

Bernard és Burgeff kezdeti kisérleteire alapozva Lewis Knudson folytatta az orchidea magok
csiraztatasi lehetdségeinek vizsgélatait. Kiilonféle tdpoldatok hasznalataval, melyeket 1%-0s
szachardzzal egészitett ki, KNUDSON (1922) t6bb epifita orchidea nemzetség magjat sikeresen
csiraztatta aszimbiotikus modon. Ezen vizsgalatai alapjan Knudson bemutatta, hogy az orchidea
magok képesek in vitro, gombapartner nélkiil csirazni. A késdbbi kutatasai soran Knudson
kifejlesztett egy specialis oldatot (Knudson C kozeg), amelyen sikeresen csirdztatta
aszimbiotikusan azoknak az orchidea fajoknak a magjait, amelyeket a korai munkassaga soran
nem sikeriilt csirdzésra birnia (KNUDSON 1946). Az 0 modszere €s munkéassiga jelentds
technologiai innovacié volt, amelyet a modern biotechnoldgia eldrevetitéseként is
szamontarthatunk.

Az orchideafélék harom kategoridba sorolhatok a magok csirdztatdsdnak tekintetében
(ARDITTI és ERNST 1984). Ez alapjan az els6 csoportba tartoznak azok a tropusi epifita és litofita
fajok, amelyeket egyszerli csiraztatni aszimbiotikus koriilmények kozott. Ilyenek a Cattleya
(tropusi Amerika), a Phalaenopsis, Dendrobium és Cymbidium (Azsia és Oceania) nemzetség
fajai. A masodik csoportot a tropusi terresztris és litofita fajok, elsésorban a Paphiopedilum (Azsia

és Oceania) nemzetség tagjai alkotjak. Ezeket nehezebb aszimbiotikusan csiraztatni, és specialis
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kozeget igényelnek (ARDITTI 1982). A harmadik csoportba pedig a mérsékelt égovi, terresztris
fajok tartoznak. Ezek az orchidedk nem, vagy csak nagyon gyengén csiraznak aszimbiotikus
kortilmények kozott, és a természetben a veliik szimbidzisban él6 gombapartnerektdl fiiggenek
(ARDITTI 1982).

A terresztris orchidedk szimbiotikus csirdztatasahoz sziikséges eljartast el6szor BURGEFF
(1936) irta le részletesen, amely sordn a gombat és az orchidea magot aszeptikus uton rakta egymas
mellé. Az altala leirt eljaras Iényege, hogy a steril csirdztatdé kdzeghez hozzdadjak egy orchidea-
gomba tiszta tenyészetét, a magoncok fejlodésének segitsége érdekében. A modszer komoly
hatranya a nagy munkaigény, valamint a mindmaig gyakran megoldatlan probléma, hogy
megtalaljak a megfeleld gombatorzset €s kiillondsen a gomba optimalis aktivitasi fokat (FAST
1980). FAST (1980) részletezve publikalta a szimbionta gombak kitenyésztési és izolalasi
modszerét, melyhez fiatal, névekvd orchideagyokereket hasznalt. A szimbiotikus magvetés
lIényege, hogy az orchideamagokat az izolalt, mikorrhizanak tartott gomba micéliumaval egytitt
helyezik a taptalaj felszinére.

Ennek a médszernek azonban megannyi buktatdja van. Nagyon fontos a gyokerek feliiletének
megfeleld fertdtlenitése. Figyelembe kell venni, hogy még a feliileti ferttlenités ellenére is, a
gyokérbdl kitenyészd gombdk tobbsége nem valdszinii, hogy orchidea mikorrhizék, csupan a
fertdtlenités ellenére is életben maradt, a gyokerek feliiletén megtapadt talajlakdo gombék vagy a
gyokérben €16, de egyeldre még az adott orchidea fajjal ismeretlen viszonyban all6 egyéb
gombafajok. Minden esetben, a gyokérbdl kitenyészett gombataxonokat tesztelni kell, figyelembe
oltunk az orchideamagok vagy -magoncok mellé, az a fejlodés elGsegitése helyett konnyen és
gyorsan elpusztithatja azokat (TILLYNE MANDY 2005). Ezért FAST (1980) a két modszer
0tvozését ajanlja, melynek sordn maga a magvetés aszimbiotikusan torténik, majd az igy
kifejlddott magoncokat a differencialodas utan vagy a kiiiltetés el6tt kell a megfeleld, kitenyésztett
gombaval megfertdzni. Ha mégis a magok és a gombdak egyiittes taptalajra vetésével probalkozunk
meg, ehhez specifikus, poliszacharidokat tartalmaz6 taptalajokat - mint példaul zabagar vagy
keményitéagar - ajanlatos hasznélni, mivel a gomba ezeket lassan bontja le, mikdzben az
orchideak szamara fontos monoszacharidokat szabadit fel (TILLYNE MANDY 2005).
CLEMENTS et al. (1986) zabagart hasznalt tobb eurdpai mérsékelt égovi talajlakod orchideafaj
szimbiotikus csiraztatasdhoz. Modszerével 32 terresztris orchideafajbol 23 fajnal indult meg a
csirazas, melybdl 14 faj esetében a protokormok sikeresen csirandvényekké fejlodtek.

Ebbdl is 1athatd, hogy a terresztris fajok szimbiotikus csirdztatasa meglehetdsen nehéz, és tobb

sikertelenséggel jar, mint pozitiv eredménnyel. Emiatt még mindig inkabb az aszimbiotikus
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csiraztatasi modszerekkel kisérleteznek a mérsékelt égovi talajlako fajok esetében, €és egyre Gjabb,
Osszetettebb és komplexebb taptalajokat, magkezelési eljarasokat alkalmaznak.

Ezek alapjan elmondhato, hogy az orchideafélék mesterséges csirdztatdsa még mind a mai
napig csak részben sikeres. Mindemellett fontos megemliteni, hogy azok a modszerek, amelyek
megfeleloek az egyik faj csiraztatdsadhoz, nem feltétleniil alkalmazhatok egy masik faj esetében,
valamint megfigyelheték kiilonbségek ugyanannak az eljarasnak a sikerességében is egy adott faj
két kiilonbozo teriiletrdl szarmazd magjainak csirdzdsa soran is (ARDITTI 1982). A terresztris
orchidedk ex situ, in vitro csiraztatasahoz rendelkezésre allé informaciok tobbnyire empirikusak,
és meglehetésen keveset tudunk az optimalis koriilményekrél mind a csirdzds, mind a
csirandvények fejlédése esetében.

Ami bizonyos, az az, hogy az orchidedk aszimbiotikus csiraztatdsa soran minden faj esetében
figyelni kell a magok gytijtési idejére, a magok allapotira és taroldsara, a megfeleld taptalaj
kivéalasztasara és elkészitésére, a magvetés soran a magokon alkalmazott eldkezelésre, majd a
magvetés utdn a csirdzashoz, valamint sikeres csirdzas esetében a csirandvény fejléddéséhez
sziikséges koriilmények biztositasara. Az irodalomban minden egyes, az imént felsorolt 1épésre
tobbféle modszer, eljarés, itmutatas lelhetd fel.

2.6.1. Maggyijtés és a magok tarolasa

Maggytjtés soran a legfontosabb szempont az, hogy a magok olyan populaciébol
szarmazzanak, ahonnan eltavolitasuk a lehetd legkisebb kart, zavart okozza a természetes
¢l6helyben ¢és a faj fennmaradasaban. Figyelembe kell venni azt is, hogy a késObbi visszaiiltetés
soran milyen szempontok az elsddlegesek, a populacio tisztasagat szeretnénk-e fenntartani, vagy
a genetikai variabilitas novelése a cél. Ezek alapjan kell megvalasztanunk a mesterségesen
csiraztatand6 faj magjainak szarmazasi helyét. Alltalanosan elfogadott szabaly, hogy — ha azt a
gylijtési engedélyben véletleniil nem szabalyoznak, akkor sem szabad a teljes magtermelés 10%-
nal tobb magot begylijteni, azaz a tokoknak maximum 10%-a gytijtheto be.

Egyes kisérletek soran a Paphiopedilum ¢és a Cypripedium nemzetség fajai esetében jobb
mesterséges csirazasi eredményeket értek el még zold, félérett tokokbdl szarmazd magokkal
(LIGHT 1989; DE PAUW és REMPHREY 1993, WAGNER és HANSEL 1994; LEE et al. 2005).
LIGHT (1989) ugy tapasztalta, hogy a C. calceolus var. pubescens esetében az idealis idopont a
maggyljtésre a megporzas utani 47. nap. Tobb Cypripedium fajt vizsgalva DE PAUW ¢és
REMPHREY (1993) alapjan a legjobb csirdzasi eredményeket ennek a nemzetségnek a fajaival a
megporzas utani 8. héten gyiijtétt magok elvetésével lehet elérni, viszont kisérleteik sordn a
megporzas utani 8. héttdl kezdve szedett magok esetében a csirdzas erdteljesen lecsokkent A
Cypripedium calceoulus esetében (hazanktol eltéré kornyezeti viszonyok kozott) WAGNER és

HANSEL (1994) 40 nappal, mig LEE et al. (2005) a C. formosanum esetében Taiwanon, 2100 m
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tengerszint feletti magassagrol, 90 nappal a megporzds utan begyiijtott magokkal érték el a
legmagasabb csirdzasi aranyt.

VASUDEVAN és VAN STADEN (2010) publikacidjaban egy tropusi faj, a Dendrobium
nobile csirazasi aranyat figyelte meg 96, 116, 129 és 158 nappal a megporzas utan leszedett
magokon, harom kiilonb6zo taptalajon. Vizsgalataik alapjan a 96 és 116 nappal a megporzas utan
leszedett magok dontd tobbsége a protokorm kialakulasat kovetden megallt a fejlddésben. A 129
¢s 158 nappal a megporzas utan leszedett magok koziil szignifikdnsan tobb jutott el az 1 leveles
csirandvény allapotig (5. stadiumig). Az elsé levelek megnovekedéséig és a masodik levél
megjelenéséig (6. stadium) a legmagasabb aranyban a 129 nappal a megporzas utan leszedett

magok jutottak el.

2.6.2. A magok eldkezelése

Ha a magvetéshez még nem teljesen érett, de termékeny magot hasznalunk, tehat ha az
altermés még nem repedt fel, akkor a benne talalhaté magok sterilnek tekinthetdk, azaz a még ¢€p,
zart tok altermések fertdtlenitése utan a magok kiilon fertétlenitése nélkiil, steril boxban, steril
taptalajra elvethetok (RICHTER 1982). A magtok sterilizalasa torténhet ugy, hogy a steril boxban
a tokot el6szor belemartjuk 90%-0s alkoholba, majd lang felett roviden athuzva leégetjiik annak
felszinét. Ezzel a modszerrel azoknak a gombasporaknak és baktériumoknak a jo része elpusztul,
amelyek a tok feliiletén voltak megtalalhatok, a magvak viszont nem kéarosodnak (R. ESZEKI
1996).

Akkor azonban, ha mar taladlhatok repedések az érett termésen, vagy azok a borda mentén
mar fel is nyiltak, mindenképpen sziikség lesz valamilyen elokezelésre a magok sterilizalasanak
érdekében, hiszen azok mar megfert6zOdhettek a levegdben terjedd sporakkal (FAST 1980).

A magok eldkezelése nem csak a sterilitas elérése miatt rendkiviil fontos, hanem a kiilsé
magburok megsértése, megrepesztése érdekében is, amely hatdsara feltételezhetd, hogy a mag
konnyebben lesz képes a viz felvételére, ezzel pedig eldsegithetd a csirazas. Az azonban nem
igazolt, hogy a magkopeny fizikailag gatolnd a csirazast, és az is el6fordulhat, hogy tartalmaz
olyan specidlis anyagokat, amelyek a megsériilt magkdpenyli embridra kevésbé tudnak hatni
(MIYOSHI és MII 1988).

A mar megrepedt vagy felnyilt tokok fert6tlenitésére leggyakrabban klormeszes (Ca(OCl)2)
oldat hasznalatos el6kezelés gyanant (VAN WAES és DEBERGH 1986a, VUJANOVIC et al.
2000, LEE 2007, CHEN et al. 2015). R. ESZEKI (2012) disszertacidjaban az orchideamagok
sterilizalasdhoz 10 g klérmész feloldasat 90 ml desztillalt vizben, majd 30 perces allast kovetden
a szlirlethez néhany csepp Tween 20-at (polioxietilén(20)-szorbitan-laurat) adva, azzal a magvak

8-10 perces elokezelését javasolja.

19



10.14751/SZIE.2020.064

A klérmész oldaton kiviil egyéb megoldasok is hasznalatosak a magok fertotlenitésére. FAST
(1980) alapjan a natrium-hipoklorit (NaOCI) oldat hasznalata a képzddd klorgaz csiradlé hatasa
miatt alkalmas. FAST (1980) emellett a hidrogénperoxidot (H202) is megfeleldnek tartja a magok

fertétlenitésére, de annak fertdtlenitd hatasa a vizsgalatai alapjan valamivel gyengébb.

2.6.3. Az invitro, aszimbiotikus magvetéshez hasznalt taptalaj

Ahogy arra mar a 20. szazad kozepén WITHNER (1959) is ramutatott, szdmtalan taptalaj
megfelel arra, hogy kiilonféle orchidea magokat in vitro csiraztassunk és fenntartsunk. Ennek oka
az lehet, hogy a magok és a csirandvények csak a toredékét hasznositjak a taptalaj sszetevdinek
(RASMUSSEN 1995). A tapkozegnek minddssze a novények szamara létsziikséges anyagokat
kell tartalmaznia valamilyen forméaban, amelyek a kovetkezok: szervetlen sok, vitaminok,
szénforras, hormonok. Az ezeken kiviili anyagoknak (példaul szerves savak, aminosavak vagy
komplex vegyiiletek) csak bizonyos faj esetén vagy fejlédési stadium soran van jelentdségiik.

Sorra véve a nélkiilozhetetlen elemeket, a taptalaj szervetlen alkotorészei a makroelemek
(mennyiségiik 0,002—40 mg/l) (N, Mg, K, Ca, P, S) és mikroelemek (mennyiségiik 15-2000 mg/l)
(Mn, Cu, Zn, Mo, B, Cl). A nitrogén NO3" vagy NH4", illetve a két ionforma kombinaciojaként
van jelen. A MgSO4 a magnézium- és a kénigényt egyarant kielégiti. A foszfort Na- vagy KH2POs,
a kaliumot CI°, NOs™ vagy H2POy’, a kalciumot pedig Cl vagy NOz” formajaban lehet hozzdadni a
taptalajhoz (GEORGE és SCHERRINGTON 1984, THOMPSON 1977). A ma orchidea vetéshez
hasznalt taptalajok nagyrésze tapasztalati uton lett kifejlesztve Knop vagy Pfeffer asvanyi sokat
tartalmazé oldatabol. Egyre inkabb ugy tlinik, hogy az orchidea kutatdk olyan taptalajokkal
kisérleteznek, amelyekben az d4svanyis6 tartalmat egyre csokkentik, mig az organikus
komponensek mértékét novelik. Ezzel probaljak meg a természetes korilmények kozotti
gombapartner altal feltételezetten atadott anyagokat szimulalni (RASMUSSEN 1995). Ez azonban
egyaltalan nem egyszer(i, és mint ahogyan arra HAYES (1969) mar 50 éve ramutatott, nincsen
olyan faktor, amely specialisan egyediil felelds lenne a csirazasért egy mikorrhiza kapcsolatban.
Eppen ezért a mesterséges koriilmények kozotti szaporitas esetén sziikség van arra, hogy a taptalaj
egyszerre tartalmazza mindazon elemeket, amelyek a csirdzds megkezdéséhez, és azokat is,
amelyek a csirandvény fejlédéséhez sziikségesek. Az is bizonyitott, hogy minél komplexebb a
taptalaj, annal valosziniibb az elvetett orchidea magok csirdzdsa, mivel az egyes magok, még ha
egy populécion beliilrdl is szarmaznak, kiilonbozo igényekkel rendelkezhetnek (RASMUSSEN
1995).

Egyes terresztris orchideafajok esetében nélkiilozhetetlen komponensei a taptalajnak a
szénforrasok (=szénhidratok). Azonban vannak olyan talajlaké fajok, amelyek egyszer tiszta
vizben is képesek kicsirazni. Sima vizben jol csirazik példaul a Goodyera pubescens (HARVAIS

1974) vagy a Dactylorhiza spp. fajok (DOWNIE 1941, VERMELEUEN 1947). Gyengén, de
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csirazoképesek a Dactylorhiza viridis (DOWNIE 1941), a Gymnadenia conopsea (DOWNIE
1941) és a Platanthera obtusata (HARVAIS 1974) fajok. Ezzel szemben, tiszta vizben barmilyen
segédanyag nélkiil nem sikeriilt csiraztatni a Cypripedium reginae (HARVAIS 1973, 1982), a
Corallorhiza trifida (DOWNIE 1949a), a Neottia ovata (DOWNIE 1941, 1949b) és a Platanthera
bifolia (DOWNIE 1941) fajokat.

A cukrok koziil a leggyakrabban hasznalt szénhidratforras a szachar6z vagy a gliikoz
(RASMUSSEN 1995). A szénhidratoknak egyrészt taplalékforrasként, masrészt mint az ozmdzis
szabalyozo6i van fontos szerepiik mind a taptalajban, mind a névényben (BROWN et al. 1979).

A legtobb orchidea ¢élohelyének talaja szervetlen nitrogénvegyiiletekben rendkiviil szegény
(FAST 1985). Mind a természetes kozegben, mind a mesterséges taptalajokban a nitrogén vagy
oxidalt formaban (NO3") vagy redukalt formaban, mint pl szervetlen ammoniumsoként (NH4")
vagy szerves vegyiiletekként fordul el6 (RASMUSSEN 1995). Tobb eurdpai orchideafaj esetében
ugy talaltdk, hogy a csirdzasi ardny igazabol akkor lett a legmagasabb, amikor nem volt makroelem
a taptalajban, és azt is kimutattadk, hogy néhany faj esetében a szervetlen nitrogén teljesen
meggatolta a magok csirazasat (VAN WAES 1984, VAN WAES és DEBERGH. 1986b). EIBERG
(1970) diplomadolgozataban az Orchis santca faj csiraztatasi kisérletei soran arra az eredményre
jutott, hogy az NH4sNOs mennyiségét csokkentve, a faj csirazasi aranya nétt, st mi tobb, a
legmagasabb csirdzast (66%) annak teljes hidnyaban érte el. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy a
kiilonb6z6 orchideafajok altal preferalt nitrogénforras eltéré lehet (KISHI és TAKAGI 1997).

Az aszimbiotikus €és a szimbiotikus csiraztatdshoz hasznalt taptalajok is kiilonboznek
egymastol, féként abban, hogy mennyi szenet és nitrogént tartalmaznak. A szén és a nitrogén
taptalajban felvehetdé mennyisége nagymértékben befolydsolja a szimbiotikus csirdzas és a
csiranovények novekedésének eredményességét, ugyanis, ha a taptalajban a szén €s a nitrogén a
gomba szdmara konnyen felvehetd formaban van jelen, akkor a gomba parazitalni fogja a névényt
(BEYRLE et al. 1991).

A tovabbi ionok, novekedésszabalyozd anyagok, vitaminok és egyéb taptalaj kiegészitok
hasznalatarol is boven lehet szakirodalmat taldlni a t¢éméban. LUCKE (1976) példaul kokusztejet
is hasznalt a Himantoglossum hircinum aszimbiotikus csiraztatasahoz készitett taptalajba, mellyel
elérte, hogy az elvetett magok mar 4 honap utan csirdzasnak indultak.

A kokusztej mellett, az orchidedk aszimbiotikus csirdztatasa esetén, szdmos szakirodalmi
hivatkozéas taldlhato a kokuszviz, mint taptalajhoz adott kiegészitd komponens pozitiv,
novekedésserkentést igazold hatasarol is. A kokuszviz a zold kokuszdio (Cocos nucifera)
szintelen, folyékony endospermiuma, amely aminosavakat, szerves savakat, nukleinsavakat,
szamos vitamint, cukrot €és cukor-alkoholt, névényi hormonokat (auxinok, citokininek), asvanyi

anyagokat és méas, még meg nem hatarozott alkotorészeket tartalmaz (MOLNAR et al. 2011).
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PYATI et al. (2002) azt tapasztalta, hogy a tapkozeghez adott kokuszviz a benne talalhatod
novekedési faktoroknak koszonhetdéen hatékonyan segitette a sejtek és szovetek fejlodését a
veszélyeztetett Dendrobium macrostachyum esetében.

Azonban a kokuszviz taptalajhoz adott mértéke is kulcsfontossagn: BAQUE et al. (2011)
kisérleteiben 10, 30 és 50 ml/l kokuszviz adagolasa segitette a Calanthe hibrid csiranévények
novekedését Hyponex taptalajon ugy, hogy minél tobb kokuszvizet adtak a taptalajhoz, annal
inkdbb megnovekedett a csirandvények hajtashossza, a relativ nedves- és szaraztomege, a
levélszélessége, a gyokereinek szama és a levélfeliilet-mérete is. Ezzel szemben, a magasabb,
100ml/l kokuszviz taptalajhoz adasa mar latvanyosan csokkentette e csirandvények novekedését
¢s fejlodését, sét novekedési rendellenességeket is kivaltott naluk.

PARISA et al. (2014) kisérleteik soran a pepton és a kokuszviz hatisat vizsgaltdk
Phalaenopsis hibridre kiilonboz6 taptalajokon, majd arra az eredményre jutottak, hogy a csirazas
a kokuszviz jelenlétében Osszességében jobb volt, mint a kontroll esetében. A csirdzas mértéke
nétt modositott Fast, modositott Knudson C és modositott Vacin and Went taptalajokon, mig
modositott Murashige and Skoog (MS) és modositott /2 MS taptalajok esetében a csirazasi arany
novekedése nem volt kiugré. Modositott Fast taptalaj esetében a 15 ml/l kokuszviz és a 2 g/l pepton
egylittes alkalmazasa adta a legjobb csirazasi aranyt (74,5%) az altaluk vizsgalt Phalaenopsis
hibrid esetében.

Az eziist-nitrat oldat taptalajban valé alkalmazdsa sem mai keleti, mivel az Ag" ionok
csokkentik a sejtek etilénkotd receptorainak etilén megkotd kapacitdsat, ezaltal a hormon
hatasanak kialakulasat (GIRIDHAR et al. 2001). Az etilén névényi hormon: a ndvényekben gatolja
a megnyulasos novekedést, fokozza a gibberellin hatasat, serkenti az dregedést és termésérést és
az ivari jelleget a ndivarusag felé tolja el.

Orchideak vonatkozasaban BEYER (1976) mar az 1976-os publikacigjaban emliti, hogy az
etilén az orchidedkban is 6regedési folyamatokat indukal, 4m ezt a hatast az etilén-antagonista Ag*
ionokkal gatolni lehet.

STEINITZ et al. (2010) azt tapasztalta, hogy a névények regeneraldédasa in vitro gyakran
javithato, ha eziist ionokat, példaul eziist-nitratot vagy eziist-tioszulfatot adunk a tapkozegiikhoz.
Az eziist-nitrat alkalmazasa tobb tanulmanyban is hasznosnak bizonyult a hajtasnovekedés és a
gyokérfejlodés szempontjabol a ndvényi szdvettenyésztés soran (CHI és PUA 1989).

GIRIDHAR et al. (2001) a Vanilla planifolia esetében a 20 uM mennyiségii AgNOs-ot talaltak
az optimalis koncentracionak, amely a hajtds maximalis ndvekedését eredményezte, és a

gyoOkeresedést is indukalta.
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R. ESZEKI (2005, 2012) alapjan elmondhaté, hogy Magyarorszagon az ezzel foglalkozo
kutatok a mérsékelt égovi talajlakod orchideafajok esetében a legnagyobb csirazasi sikereket a Fast
taptalaj modositott valtozataival érték el.

A fentieket Osszegezve jol latszik, hogy az orchidedk annyira kiilonbozéek egymastol
tapanyagigényeikben is, hogy még mind a mai napig nem sikeriilt olyan altaldnos orchidea
csiraztatd kozeget kifejleszteni, amely mindegyikiik szdmara a legjobb lenne. Ez a
legfajgazdagabb ndvénycsalad, év tizmilliok alatt rendkiviil valtozatos él6helyekhez adaptalodott
kb. 26 000 fajanak esetében természetesen lehetetlen is. Ezért sziikséges az orchideakutatoknak
inkabb fajspecifikus optimalis taptalajok elkészitésével kisérletezni, amelyet dolgozatom egyik 6
céljaként is tliztem ki.

2.6.4. Az invitro, szimbiotikus magvetéshez hasznalhato taptalajok

Mint ahogy azt mar a korabbi alfejezetek is targyaltak, a szimbiotikus magvetés soran
alkalmazott taptalaj legfontosabb tulajdonsaga, hogy poliszacharidokat kell tartalmaznia, amelyet
a gombak lassan tudnak lebontani, igy biztositva az orchidea szamara a nélkiilézhetetlen
monoszacharidokat (TILLYNE MANDY 2005). A leggyakrabban hasznalt taptalaj a H1 zabagar,
amely 1 liter tdptalajban 200 mg kalcium-nitratot, 100 mg kdlium-nitratot, 200 mg kélium-
foszfatot, 100 mg magnézium-szulfatot, 100 mg éleszt6 kivonatot, 2 g szacharozt, 3 g finomra
Orolt zabot és 12 g agart tartalmaz. CLEMETS et al. (1986) annyiban mddositotta a H1 zabagart,
hogy 3,5 g zabot és 10 g agart hasznalt. A zabagarnak egyéb modositasai is 1éteznek, a H2 zabagar
szacharoz helyett 2 g gliikozt, a H4 zabagar pedig a kalcium-nitrat helyett 72 mg ammonium-
nitratot tartalmaz (RASMUSSEN 1995).

2.7. Az orchidea tipusu mikorrhiza, és izolalasi modszerei

Az orchidedknak igen apr6 (0,3—14 pg tomegli), porszerli magjaik vannak. Az embrid,
amelybdl késobb az 1j egyed 1étrejon, differencialatlan és a kezdeti fejlddéséhez sziikséges tartalek
tapanyag nincsen koriilotte (BURGEFF 1936). Ezért van sziikség a mikorrhiza gombakkal valo
kapcsolat kialakitasara, amely a csirdzashoz és a csirandvény korai fejlédési szakaszahoz
sziikséges tapanyagokat biztositani tudja (RASMUSSEN és WHIGHAM 2002).

Amikor az orchidea mag a talajba kertil és elkezd onnan vizet felvenni, az embriobol néhany
osztddas utan egy differencidlatlan, kezdetleges csirandvény, az tgynevezett protokorm alakul ki.
Ez egy gombszeri képlet, amely kissé¢ nagyobb a magnal, feliilletén széroket ndveszt, majd a
novekedése leall. A tovabbi fejlodés akkor indul meg, ha a megfelelé gombapartnerrel kapcsolatot
alakit ki (RASMUSSEN 1995).

A természetben tehdt az orchidea magok csirdzasa a mikorrhiza gombakkal 6sszekapcsolt

folyamat. A csirdzasahoz kompatibilis, szimbionta gombdk sziikségesek, amelyek szabadon €16
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szaprofitak vagy ektomikorrhizas gombak, amelyek a Basidiomycota vagy az Ascomycota
torzshoz tartoznak. A szimbidzisok, mint kulcsfontossagt kolcsonhatasok, mindeniitt jelen vannak
¢és részt vesznek az 0kologiai kozosségek felépitésében (MCCORMICK et al. 2018). Megannyi
kutatas késziilt és van jelenleg is folyamatban, amely alapjan rajéttiink, hogy a mikorrhiza
kapcsolat olyan valtozatos novény- €s populacios tulajdonsagokat képes befolyasolni, mint példaul
a virdgzas ideje (WAGNER et al. 2014; PANKE-BUISSE et al. 2015), a koérokozokkal és
novényevokkel szembeni rezisztencia (ROGER et al. 2013, MINTON et al. 2016), a nem 6shonos
(MENZEL et al. 2017) és az 6shonos fajok eloszlasa (MCCORMICK et al. 2018), valamint a
tapanyagszegény szubsztratumokon valdo megélés képessége (DENISON ¢és KIERS 2011).

Az orchidedk filogenetikai és Okoldgiai szempontbdl igen sokféle gombaval alakitanak ki
mikorrhizalis kapcsolatot. DEARNALEY et al. (2012) kutatasai alapjan a leggyakrabban
eléforduld gombanemzetségeknek, amelyek orchideakkal mikorrhizas kapcsolatot alakitanak ki, a
Tulasnella, a Ceratobasidium és a Serendipita nemzetségeket talaltak, amelyek egyarant
tartalmaznak szaprotrof, ektomikorrhiza és gyokér endofita fajokat, valamint néhany parazita és
novényi korokozd fajt egyarant. Egyes orchidea fajok egyéb ektomikorrhiza bazidiumos
gombakkal, tomlésgombakkal (BIDARTONDO et al. 2004, SELOSSE et al. 2004, DEARNALEY
2007), fabontd6 gombafajokkal (KINOSHITA et al. 2016) és egyéb szaprotrof bazidiumos
gombakkal (OGURA-TSUJITA és YUKAWA 2008; MARTOS et al. 2009; KOTTKE et al. 2010;
LEE et al. 2015) képesek tarsulast alkotni. A mikorrhiza kapcsolat soran létrejovo kolcsonhatasok
kiilonosen kritikusak lehetnek azokban a ndvényfajokban, amelyek részben (ROY et al. 2013),
vagy teljesen mikoheterotrofok (HYNSON et al. 2016). Minden orchideafaj legalabb kezdetben
mikoheterotr6f (LEAKE 1994; RASMUSSEN 2002), a protokorm stadiumban teljes mértékben a
mikorrhiza gombaktol fiiggenek, majd a csirandvény stadiumban és a fejlodésiik tovabbi
szakaszaban mar kiillonb6z6 mértékben 1épnek kolcsonhatasba a gombapartnereikkel
(WHIGHAM et al. 2008; SELOSSE és MARTOS 2014, STOCKEL et al. 2014). Mindezek alapjan
feltételezhetd, hogy az orchidedk rendkiviil egyediilallo tulajdonsdgai €s az igen valtozatos
megjelenésiik a mikorrhiza gombakkal valé kapcsolatuknak is tulajdonithatok (SMITH és READ
2008).

Ma ugy gondoljuk, hogy a mikorrhizak legfontosabb szerepe a ndvény tapanyagellatasaban
rejlik. Tobb kutatas soran is bebizonyosodott, hogy a foszfatokon és egyéb asvanyianyagokon
kiviil a gomba szén, vitamin €s egyéb novekedést segitd tényezok forrasaként is szolgél az orchidea
szamara (PURVES és HADLEY 1975; HADLEY ¢és ONG 1978; HADLEY 1982, 1984).

A mikorrhiza gomba a csirandvény szovetei kozott athatolva bejut a sejt belsejébe, mikdzben
maga el6tt tolja a ndvényi sejt plazmamembranjat. A szimbionta gombafajok hifai az

orchideamagokat vagy a szuszpenzoron (PETERSON és CURRAH 1990; RICHARDSON et al.
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1992; RASMUSSEN ¢s RASMUSSEN 2009), vagy az epidermalis sz6rokdn (WILLIAMSON és
HADLEY 1970) keresztiil hatoljak at, igy a gombafonal a kiilsé sejtfalon beliilre kertil, majd
tobbszorosen elagazik és feltekeredik, ezzel képezve a siirli micéliumtekercseket, az ugynevezett
pelotonokat (ILLYES 2011). A gomba lokélisan lebontva tori 4t a sejtfalat, és kissé elvékonyodva
halad at rajta (PETERSON és CURRAH 1990).

A kolcsonos és egylittmiikodé szimbiotikus kapcesolatokkal, mint példaul az arbuszkularis
mikorrhizalis szimbidzissal szemben az orchidea-mikorrhiza kapcsolatok altalaban instabilak
(MCCORMICK et al. 2018). A szimbiotikus gombak potencialisan korokozo parazitakka
valhatnak, vagy nem képesek kolonizalni a protokormokat, ha a homérséklet vagy a
tdpanyagdsszetétel nem megfeleld szdmukra a szimbidzishoz (HARVAIS és HADLEY 1967;
BEYRLE et al. 1995). A gombékkal valé szimbiotikus kapcsolat tehat magdban hordozza a
kockazatat, hogy az akdr sulyos karokat is okozhat az orchideanévényben (HADLEY 1970;
BLAKEMAN et al. 1976).

Széles kort feltételezés, hogy a felndtt stadiumi egyedek esetében a fotoszintézis csokkent az
orchidedk ,,gombafiiggése” miatt (SMITH és READ 2008). Azonban, a fotoszintézisbdl szarmazd
szén-dioxid nyereség valosziniileg minimélis mértékii a mélyen arnyékolt trépusi erdékben €10,
fotoszintetizald orchidedk tobbségében (BIDARTONDO et al. 2004). Ezért nagyon valdszinti,
hogy a gombak részt vesznek az asvanyi tapanyagok felvételében a tobb éves, kifejlett egyedek
esetében is, de ezt még egyértelmilen nem bizonyitottak, €s a gomba-orchidea fiziologiai egymasra
hataséarol is alig van informacionk, igy erre vonatkoz6é modelljeink is gyerekcipdben jarnak
(SMITH és READ 2008).

Az orchideak mikorrhiza partnerei altalaban fejlett novény gydkerébdl vagy csirandvénybdl
1zolalhatok kiilonb6z6 mddszerekkel. Gumobdl valé mikorrhiza izoldlas még nem jart sikerrel
(RASMUSSEN 1995), és jelenleg sem taldlhatok még ezzel kapcsolatos publikalt eredmények.
Kifejlett orchidea egyed esetében a mikorrhiza gomba legvaldsziniibb el6fordulasi helye a
gyokércstcs kozelében talalhato epidermalis szorok alatti gyokérrészben talalhato (BERNARD
1909).

Gyokérbdl két 6 modszerrel is kinyerheték a gombapartnerek. Mindkettd esetében az elsé
1épés a gyokerek feliiletének megtisztitasa, az ott levd talajrészecskék és egyéb feliileti gombak,
baktériumok eltavolitasa. A feliileti sterilizalasdhoz leggyakrabban hasznalt szerek a hidrogén-
peroxid (ALEXANDER ¢és HADLEY 1983), natrium- vagy kalcium-hipokloritos oldat
(HARVAIS 1974), higany-klorid (BURGEFF 1936) vagy etanol (NIEUWDORP 1972). Ezt
kovetden a megfeleld lemosas utan a gyokérszegmens taptalajra helyezhetd. Kitenyésztéshez is
tobbféle taptalaj hasznalhato, leggyakrabban a PDA taptalaj hasznalatos. Ez egy gyors modszer a

gombak kinyerésére, de szdmos hatranya van. Egyrészrol, vannak olyan fajok, amelyeket igen
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nehéz izolalni vagy életben tartani agaros kozegben. Ilyen példaul a Thanatephorus pennatus
(CURRAH et al. 1997). Masrészrol, nem lehetiink biztosak abban, hogy a kitenyésztett gombak
valdban a gyokérben €16 pelotonokbdl szdrmaznak, vagy esetleg csak a gyokérben élnek, de nem
alakitanak ki szimbidzist a ndvénnyel, esetleg parazitaljak azokat, de az is lehetséges, hogy bar a
feltileti sterilizalas nagymeértékben eltavolitja a feliileten talalhatd egyéb gombakat, nem zarhatd
ki, hogy ezek koziil a valojaban csak talajgombak koziil tenyészik ki a taptalajunkon egy.
Harmadsorban pedig, mivel az olyan basidiomycotak, mint az Epulorhiza spp. vagy a potencialis
mikorrhizak, mint példaul az Acremonium spp. és Oidiodendron spp. annyira lasst novekedésiiek,
hogy az egyéb gyokérbdl kitenyész6 gombak elnyomjak azokat (CURRAH et al. 1997).

A masik izolalasi eljaras kifejezetten a kortikalis pelotonokat képzé gombak kinyerésére
iranyul. Ennek soran a gyokér feliileti sterilizalasa utan, egy steril szikével egy kis mennyiségii
gyokérfeliilet eltavolitasa sziikséges, amelyre aztan egy csepp steril vizet cseppentve, a pelotonok
felszabadulnak a sejtekbdl. A pelotonokat kiemelve, tobbszori steril vizes Oblités utan Petri-
csészébe, agarra helyezve varhatd a gomba kitenyészése (CURRAH et al. 1997, ILLYES 2011).
Ennek a modszernek is tobb hatranya van. Egyrészt, a kinyerhetd pelotonok korladtozva vannak
méretiik szerint, mivel csak a mikroszkop alatt, altalunk l4thatdé méretli pelotonokat tudjuk
kiemelni. Masrészt pedig a nagyon vékony hifaval rendelkezd endofita gombak kiemelésénél azok
megsértésével, a taptalajra helyezve mar nem lesznek életképesek, és nem lesznek kitenyészthetok
(CURRAH et al. 1997).

Az el6z6 két modszer hatranyait kiiszobdli ki a DNS kinyerés és a molekularis genetikai
azonositads kiilonbozd ITS régiok segitségével. A molekuldris modszerek nemcsak abban
segitenek, hogy a klasszikus technikaval (alaktani meghatarozés, szelektiv tapkozeg) nehezen
elkiilonitheté vagy nem meghatarozhat6 fajok meghatarozasra keriilhetnek (FRANCO-DUARTE
et al. 2019), hanem sokkal specifikusabb és gyorsabb eredményeket is kaphatunk ezzel az
eljarassal (GARIBY AN és AVASHIA 2013). Az eljaras hatranya viszont, hogy ezzel a modszerrel
csak azonositani lehet, tovabbi kisérletekhez hasznalhato tenyészetet 1étrehozni azonban nem.

A fajok azonositasara a ma legelterjedtebb mddszer a PCR, azaz a polimeraz lancreakcid
(GARIBYAN és AVASHIA 2013). A PCR lényege, hogy egy fajspecifikus DNS szakaszt nagy
mennyiségben fel lehet szaporitani a megfeleld koriilmények és inditoszekvencidk segitségével. A
fajok a megfeleld DNS szakasz kivalasztasaval igy azonosithatova valnak. Ehhez a leggyakrabban
a riboszémak RNS komponenseit is kodolo régio gének kézti DNS szakasz hasznalhatd, amelyet
ITS (Internal Transcribed Spacer) szakasznak neveznek (ILLYES 2011).

Gombdék esetén altalanosan hasznaljak ezeket a sejtmagi riboszomalis géneket elvalaszto
atirodo régiot. Ez a 18 S és 5,8 S riboszomalis gének kozott talalhatd ITS1, és az 5,8 S és 28 S

riboszomalis gének kozott talalhatd ITS2 szakaszokat foglalja magéba. Az egész régiot szokas
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vizsgalni, melyben nagyon variabilis rész is (ITS1 és ITS2), illetve konzervalt rész is (5,8 S és a
18 S és 28 S riboszomalis szakaszok részletei) talalhato (BENGTSSON-PALME et al. 2013).

A DNS felszaporitasa utan a gélelektroforézis (amely a PCR termék megjelenitésének és
elemzésének legegyszeriibb modszere) és a PCR-termékek tisztitasa, szekvenalasa kovetkezik. A
kapott DNS-szekvenciakat kiilonb6z6 programok segitségével ellendrizhetjiik, majd az ellendrzott
szekvenciakhoz hasonl6, mar lek6zolt adatokat nemzetkdzi adatbazisokban kereshetjiik (ILLYES
2011).

Ennek a mddszernek a segitségével a korabban nem ismert, vagy taptalajon nem kinyerhetd
gombapartnereket is sikeriilt azonositani (DEARNALEY 2007).

Béar a PCR-nek rengeteg eldnye van, azonban korlatokkal is rendelkezik. Mivel az eljaras
nagyon érzékeny, igy a minta barmilyen formajua, akér egy minimalis mennyiségi DNS-sel valo
szennyezOddése is félrevezetd eredményeket hozhat. Tovabba, 0j primerek megtervezéséhez
sziikkség van néhany korabbi szekvencia-adatra. Ezért a PCR csak mar ismert patogén vagy gén
jelenlétének, vagy hianyanak azonositasara hasznalhato. Egy masik korlatja az eljarasnak pedig
az, hogy a PCR-hez hasznalt primerek képesek nem specifikusan olyan szekvenciakhoz is
kapcsolodni, amelyek hasonloak, de nem teljesen azonosak a cél-DNS-sel. Ezenkiviil a DNS-
polimeraz altal nem megfeleld nukleotidok is beépiilhetnek a PCR-szekvencidba, bar ilyen igen
alacsony aranyban fordul el6 (GARIBY AN ¢és AVASHIA 2013).

Orchidea protokormbol pedig ugyanezekkel a modszerekkel nyerhetdk ki a gombapartnerek.

2.8. Orchidea mikorrhiza gombacsoportok

2.8.1. Rhizoctonia-forma nemzetség

Az orchidedk és a Rhizoctonia spp. fajok kozotti kapcsolatnak mar igen koran létre kellett
jonnie az Orchidaceae csalad fejlédése soran, mivel az orchideak mindharom f6 csoportja
mikorrhiza gombakkal él egyiitt (SNEH et al. 1991). Az orchideak és a Rhizoctonia fajok kozti
kapcsolat létfontossagli a magok csirdzadsdhoz és a csirandvény kezdeti egyedfejlédése soran
(WARCUP 1973).

Vannak olyan esetek, amikor az orchideakbdl izolalt Rhizoctonia fajokat mas novények
gyokereiben patogénként (WARCUP 1985; ZELMER et al. 1996), vagy a VAM (vezikulo-
arbuszkularis mikorrhiza) gombak parazitaiként azonositottak (WILLIAMS 1985). Azonban a
legtobb orchidea olyan Rhizoctonia torzsekkel van specifikus kapcsolatban, amelyekrdl eddig nem
ismert, hogy mas novények korokozdi lennének (WARCUP 1981; RAMSAY et al. 1987; MUIR
1989; CURRAH et al. 1997; SEN et al. 1999).

A Rhizoctonia forma-nemzetség egy anamorf, ivaros szaporité képletek nélkiili csoport,

amely kizarolag a gombahifa alaktani bélyegeire épiil (WARCUP 1981). Azonban egyes
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1zolatumoknal ivaros, teleomorf gombakat is sikeriilt talalni, igy kérvonalazddott, hogy a korabban
egységesnek tiing Rhizoctonia forma-nemzetség valdjaban legalabb harom, egymastol
rendszertanilag tdvol all6 gombacsoportot foglal magaba (WARCUP és TALBOT 1967, 1971,
1980). Késobb ezt DNS alapu vizsgalatokkal is sikeresen alatdmasztottak (MA et al. 2003). Az
egyik nagy csoportot a Ceratobasidium és a Thanatephorus nemzetség alkotja, amely a
Ceratobasidiaceae csalad két kozel rokon nemzetsége. A masodik csoport a Tulasnellaceae
gombacsalad Tulasnella nemzetsége, a harmadik pedig a Sebacinaceae gombacsalad Sebacina
nemzetsége (ILLYES 2011).

A tagan értelmezett ,,Rhizoctonia” forma-nemzetségen beliil a Tulasnella gombanemzetség
egyes fajai az anamorf Epulorhiza nemzetség egyes fajainak teleomorf megfeleléi (WARCUP és
TALBOT 1971). CURRAH et al. (1997) az orchidedk leggyakoribb mikorrhiza gombaiként az
Epulorhiza és a Ceratorhiza (teleomorf nemzetségek: Ceratobasidium, Thanatephorus) anamorf
nemzetségeket tartja.

Jelenleg nincs elegendd informacidé ahhoz, hogy bizonyossaggal kijelenthetd legyen, hogy az
orchidedk inkabb mutualista vagy kizsakmanyol6 kapcsolatban allnak a talajban és a gyokereikben
¢16 gombakkal. Nagyon keveset tudunk egyelére az orchidedkat mikorrhizalé gombak tovabbi

szerepérodl a talajban (BATTY et al. 2002).

2.8.2. Egyéb bazidiumos és aszkuszos gombak

Manapsag egyre tobb, nem Rhizoctonia-forma nemzetségbe tartozé bazidiumos gombat
sikeriil izolalni terresztris orchidedk gyokereibdl. Kimutattak mar példaul a Boletales,
tinérugomba-alkatiiak (ROY et al. 2009), a Russulales, galambgomba-alkatuak néhany fajat is
(SELOSSE et al. 2004; GIRLANDA et al. 2006; ROY et al. 2009; STARK et al. 2009). Az
érdekesség ezekkel a fajokkal kapcsolatban, hogy egyelére még csak részlegesen, vagy teljesen
z0ld szintest vesztett, azaz csak részben vagy egyaltalin nem fotoszintetizalé orchideafaj
gyokereibdl sikeriilt kimutatni 6ket. A Thelephora és a Tomentella nemzetség fajait
(Thelephorales), valamint a Hebeloma, Hymenogaster, Inocybe, Cortinarius nemzetség fajait
(Agaricales) inkabb erdei él6helyeken talalhatd orchideak: Cephalanthera (BIDARTONDO et al.
2004), Epipactis (SELOSSE et al. 2004), Epipogium (ROY et al. 2009) ¢s Corallorhiza (ZIMMER
et al. 2008) nemzetségek fajainak gombapartnereiként irtak le. Gymnadenia conopsea gyokerébdl
a fent emlitetteken kiviil STARK et al. (2009) Lactarius és Cryptococcus fajokat is kimutattak.

Az orchidedk azonban, egyre inkdbb ugy tlinik, hogy a korabbi feltételezésekkel ellentétben a
bazidiumos gombakon kiviil 4scomycotakkal, aszkuszos gombakkal is alakithatnak ki mikorrhiza
kapcsolatot (BIDARTONDO et al. 2004). Mar tobb alkalommal is sikeriilt erdei orchideafajok
(Cephalanthera, Epipactis) gyokereibol a Tuber és a Wilcoxina nemzetség fajait kimutatni

(BIDARTONDO et al. 2004; SELOSSE et al. 2004; STARK et al. 2009). OUANPHANIVANH
28



10.14751/SZIE.2020.064

et al. (2008) Epipactis helleborine és Cephalanthera damasonium gyokerekbdl Tuber maculatum-
ot, Epipactis microphylla gyokérbol pedig Tuber excavatum-ot mutatott ki. STARK et al. (2009)
a Wilcoxina rehmii-n kiviil tovabbi 18 aszkuszos gombat (pl. Terfezia, Tetracladium,
Leptodontidium, Exophiala nemzetségek fajait) izolaltak Gymnadenia conopsea gyokérbdl.
Tovéabbi tomldsgomba csoportokat is izolaltak mar orchidedk gydkereibdl, de a
szakirodalomban ezen nemzetségek fajainak mikorrhiza-alkoto tulajdonsaga még kérdéses.
KHAMCHATRA et al. (2016) Fusarium sp. és Beauveria sp. fajokat is izolaltak, bar epifita
Dendrobium friedericksianum fajbol, és ezeket egyértelmiien nem mikorrhiza partnerként kozlik

publikécidjukban.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A H. adriaticum magok in vitro aszimbiotikus csiraztatasi kisérletei
3.1.1. Az in vitro aszimbiotikus csiraztatasahoz 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 maggytjtésekre 2016-2019 julius-augusztusaban keriilt sor,
amikor a toktermések beértek, faluk megszaradt. A maggytijtés 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 kiilonbozé években a populaciok kiilonbozd virdgzod egyed mennyisége és azok
termésszama 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 fennmaradasat nem befolydsolja. Korabbi 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 éldhelyrdl 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, barmilyen szaritasi kezelés nélkiil. Minden kisérlet

soran a magvetések alkalmaval megkozelitéleg S00-500 db mag keriilt a taptalajok felszinére.

3.1.2. Az invitro aszimbiotikus magvetés kisérletei, taptalaj modositasok

Az in vitro csiraztatas soran a lombikok sterilizalasara, a taptalajfézésre, annak steril boxban
(laminaris fiilke) lombikokba adagoldsara, a magok eldkezelésére, a magvetésekre ¢és a
csirandovények attlizdelésére minden alkalommal a Szent Istvan Egyetem Genetikali,
Mikrobiologiai és Biotechnoldgiai Intézetének laboratoriumaban, steril koriilmények kozott kertiilt
sor. Magvetéshez modositott FA taptalajt (R. ESZEKI és SZENDRAK 1992) hasznaltam alapul
(1. tablazat), ezt modositottam minden alkalommal a kisérleteimnek megfelelden (2. tdblazat). Az
elkészitett taptalajt kuktaba helyezve, forrastdl szdmitva 40 percig, 120°C-on f6zve sterilizaltam.
Sterilizalas utan a forr6, még folyékony téaptalajt hidegvizes kddban folyamatos mozgatéssal
hitéttem 3-5 percig, majd steril fiilke alatt az eldre sterilizalt lombikokba kiadagoltam. Dermedés
utan a lombikok szdjat a fertdzddések €s a kiszaradas ellen kétszeres légateresztd foliaval fedtem
le. A sterilezett modositott FA tiptalajt a magvetés el6tt 5-7 nappal készitettem el. A

taptalajkészités és a magvetés kozott eltelt id6t inkubacids id6ként hasznaltam, melynek soran az
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esetleges befert6zodések még magvetés eldtt lathatova valtak a lombikokban. Az esetleges

fert6zott lombikokat azonnal kivalogattam, sterilizaltam, kiontottem.

1.tAblazat: A ,médositott Fast taptalaj” receptje R. ESZEKI és SZENDRAK (1992) alapjan.

1200ml Mennyiség
pH:5,5

Ca (NOs)2 X 4H20 100 mg
NHsNO3 200 mg
KH2PO4 100 mg
KCI 200 mg
MgSO4 X 7TH20 100 mg
Fe-kelat 30 mg
Heller- mikro 1ml
Szaharoz 149
Fruktoz 69
Pepton 19
Polivitaplex 250 mg
Inozit 100 mg
Agar 10 g

2.tablazat: Az egyes kisérletek soran az altalam modositott Osszetevok és mennyiségiik az alap

taptalajhoz képest.

Kisérlet

Osszetevé (k)

Uj mennyiség

Tripton (pepton

Pepton cseréje kazeinbdl) 1g/1200m|

Fe-EDTA cserdje MS Mesoelements 6mi/1200ml
Heller-mikro Heller-mikro 0,6mI1/1200ml

pH sor TNaOH, |HCl pH 4,5 — 8,5 beallitdsdhoz megfeleld
K igény KCI 40;120;200;280;360 mg/1200ml
N igény NH4NOs 40;120;200;280;360 mg/1200ml
Baktericid, novekedésserkentd, AgNO3 4mg/1200ml

etilén-gatlod

Csirazas- &s ndvekedésserkentd Kokuszviz 10;20;30;40;50 ml/1200ml
Baktericid, Csirdzds- ¢s AgNOs+kékuszviz 4 mg/1200ml + 25mI/1200m!

novekedésserkentd, etilén-gatld
hatas egyiittes megfigyelése
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Az egyes kisérletek soran a kovetkezoket modositottam a tiptalajban: a peptont minden
alkalommal triptonra cseréltem. Ennek oka, hogy a pepton altalaban 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 Gsszevetve 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 6ssze, és folyékony halmazéllapott, ezért
igen pontosan adagolhat6. A Heller-mikro (specialis mikroelemek) Osszetevéi ugyanazok
maradtak, de R. Eszéki Esztertdl, az ELTE Fiivészkertjének orchidealabor vezetdjétdl egy uj
koncentratumu oldatot kaptam, melybdl 0,5 ml/l mennyiséget kell haszndlni a téptalajhoz, igy
annak koncentratumat ennek megfeleléen minden alkalommal 0,6 ml/1200 ml-re csokkentettem.

A 2016-o0s és 2017-es gyljtésit magok esetében a faj szamara optimalis pH meghatarozasanak
érdekében a taptalaj pH pontos beallitasahoz annak csokkentésére 1 molos sosavat (hidrogén-
klorid), novelésére pedig natronligot (natrium-hidroxid) haszndltam. 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 meghatarozéasa érdekében
a taptalaj kalium-klorid tartalmat valtoztattam 40; 120; 200; 280 és 360 mg/1200 ml
mennyiségekre. Az optimalis nitrogén igényt a triptonra vald valtason kiviil a 2018. évben a
taptalaj ammonium-nitrat mennyiségének 40; 120; 200; 280 és 360 mg/1200 ml-es valtoztatasaval
1s 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 begyiijtott magok elvetésekor minden pH esetében 12-12 lombiknyi (6sszesen
60), a 2017-ben gyiijtott magok elvetésekor pedig 5-5 lombiknyi, tehat 6sszesen 25 lombiknyi
vetést készitettem el. A 2016. augusztusaban begyijtott magok elvetésére sajnos a laboratoriumi
felszerelés berendelési folyamatanak cstiszasa miatt csak 2017. januar 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 gytijtott magok esetében mind a kalium-kloridos, mind az ammoénium-nitratos sor

esetében minden mennyiségbdl 3-3 lombiknyit, tehat 6sszesen 15-15 lombikkal vetettem el.
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3.1.3. Az invitro aszimbiotikus magvetés, tarolas az elsd protokormok megjelenéséig

A H. adriaticum magjainak in vitro aszimbiotikus taptalajra vetése el6tt a magokon
klormeszes eldkezelést alkalmaztam, amely sordan 10 g klormeszet 90 cm?® desztilldlt vizben
feloldva, azt szlirépapiron atsziirve, annak sziirletét hasznaltam.

A kapott szlirt oldatot a kémcsdvekbe eldre kiadagolt elvetendd magokra a kémcsdvek
egynegyedéig feltoltottem, dugdval lezartam (4. abra), majd a magokat 10 percig allni hagytam a
szlirletben. Idokozben tobbszor megrazogattam a kémcsoveket annak érdekében, hogy a sziirlet a
lehet6 legjobb mértékben érje a magok €s a kémcesd teljes feliiletét. Az utolso 2 percre fejjel lefelé
forditottam a kémcsoveket (5. dbra) azért, hogy a magok feliilre, a kémcsd szdjahoz kozelre iiljenek
ki, igy amikor dvatosan kiszedtem a dugot, hogy a klérmeszes sziirletet kiengedjem, a magok a
kémcso falara ragadva ott maradtak.

Az eldkezelt magvakat steril fiilkében, steril szikével juttattam a kémcsovek falarol (6. dbra)
a lombikokban levd, steril koriilmények kozott korabban elkészitett tdptalajok felszinére (7. abra),
majd a magok egyenletes eloszlasa érdekében egy csepp steril vizet a taptalajra juttatva steril
tivegbot segitségével szélesztettem Oket (8. abra). Ezek utan a lombikok szajat a fertdzodések és a
kiszaradas ellen kétszeres légateresztd foliaval lefedtem (9. abra), majd dobozba helyezve egy
hétig szobahdmérsékleten, sotétben taroltam az esetleges befertdzddések kialakuldsa, és annak
kivalogatasa érdekében.

Az inkubdcios 1d0 letelte utan a lombikokat 4°C-os s6tét hiitdbe helyeztem 3 honapra, majd a

csirazas, illetve a hajtaskezdemények megjelenéséig a lombikokat sotét dobozban, 22°C-0s

neveldszobaban taroltam.

M A A A
0100 )
fl‘nl)lﬂlmrﬂn ![u'(”n

) (
1.0

AR
0

04004
0,

4. dbra Az elvetendé magok 5. abra Fejjel lefelé forditott 6. abra Steril szike segitségével az
elGkezelése klormeszes sziirletben  kémcsovek, az elSkezelt magok a  elkezelt magok kivétele a kémcsébél
sziirlet feliiluszojaban maradnak
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1. abra Az elékezelt magok 8. abra Steril iivegbot 9. abra A lombikok lefedése
taptalajra juttatasa segitségeével 1 csepp steril desztillalt légatereszto foliaval
viz szélesztése a taptalajon

3.2. A H. adriaticum névények in vitro aszimbiotikus nevelési kisérletei

2017. juniusaban a mar korabban, 2014-ben vetett magokbol kelt protokormokat tartalmazé
lombikokat kiilonb6z6 hémérsékletii és fényforrasu szobakba helyeztiik annak érdekében, hogy
meghatarozhassuk a csirandvények optimalis hdmérséklet igényét. Az elsd szoba egy fix 21°C-0s,
POLYLUX 36W/F840, 4000K fénycsovekkel, 16 ora fény, 8 ora sotét periddusu mesterséges
megvilagitassal felszerelt fényszoba volt. A madasodik 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 tajolast ablakkal rendelkezett, a
hémeérséklet nyaron nappal 26°C-o0s maximumd, éjjel 22°C-os minimumu volt, természetes fény
érte a lombikokat.

2018. juniusaban egy uj, fix 24°C-os légkondicionalt tetdtéri szobat sikeriilt talalnunk 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: z61d, barna és halott. A ,,z61d” kategoéria 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. Ebbdl a kategoridbol kettd lehetdség van a
jovOre nézve: vagy 1j, z0ld, egészséges hajtds indul meg, vagy a névény elpusztul. Tehat ez a
kategoria a kettdé kozotti allapotot jelzi, ami mar rosszabb, mint a ,,z61d” allapot, de még akar
visszafordithat6. A ,halott” kategdria pedig egyértelmilien a nem megfeleld tartasi koriilmények
kovetkezménye.

A 2019. évben a csirandvények fejlodésének eldsegitésére a kisérleteimhez két uj komponenst
vezettem be az addig kitapasztalt optimalis taptalaj OsszetevOéi mellé: az eziist-nitratot €és a

kokuszvizet. Kiilon-kiilon kisérletekben figyeltem meg az optimalis taptalajhoz adott 4 mg/1200
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ml mennyiségii eziist-nitrat, a 10; 20; 30; 40 és 50 m1/1200 ml mennyiségli kokuszviz, valamint a
4 mg/1200 ml eziist-nitrat és 25 ml/1200 ml kokuszviz egyiittes hatasat (3. tablazat) a H.
adriaticum csirandvények fejlodésére. Ezeket a lombikokat az ELTE Fiivészkert
orchidealaborjanak fényszobdjaban, fix 24°C-on, az ablak mellett, természetes fényen, a

fénycsovek fényétdl eltakartan taroltuk.

3. tablazat: A 2019. év FA taptalaj modositasi kisérletei, 0j 0sszetevoik €s azok mennyisége

Kisérlet Osszetevok Uj mennyiség
Baktericid,
novekedésserkentd, AgNOs 4mg/1200ml

etilén-gatlo

Csirazas- és Kokuszviz 10;20;30:40:;50 m1/1200ml
novekedésserkentd

Baktericid, csirazas-,

novekedésserkentd €s AgNOs+kdkuszviz 4 mg/1200ml és 25m1/1200ml
etilén-gatlo hatas

egyiittes megfigyelése

2019-ben az eziist-nitratos taptalaj esetében 10 db, a kokuszvizes taptalaj esetében 10 db, az
eziist nitrat + kokuszvizes taptalajos kisérlethez pedig 25 db lombiknyi tlizdelést csindltam,
minden lombikba 1-1 db, koriilbeliil 0,3-1 cm zold hajtaskezdeménnyel rendelkez6 csirandvényt

tuzdelve.

3.3. A H. adriaticum mikorrhiza gombapartnereinek meghatarozasa gyokérbol

A H. adriaticum mikorrhiza gombapartnereinek meghatarozasa céljabol a gyokérmintak a
legerdsebb, koszegi-hegységi allomany egyedeirdl szarmaztak. A gyokérmintakat 20109.
aprilisdban gyljtottiik be, és mar méasnap az elore elkészitett, kiilonbozo féle taptalajokra helyeztiik
a Szent Istvan Egyetem Novényvédelmi Intézetének laboratériumaban, steril koriilmények k6zott
(10. abra).
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DI E A

10. dbra A H. adriaticum gyokérmintadk kiilonbozo taptalajokra helyezése

3.3.1. A mikorrhiza gombék kitenyésztése kiilonbozd taptalajokon

A mikorrhiza gombdk kitenyésztési kisérleteit a Szent Istvan Egyetem Novényvédelmi
Intézetének laboratoriumaban végeztiik. A mikorrhiza gombék kitenyésztéséhez harom féle
taptalajt hasznaltunk. Az elsé a benomilos malata agar, amelyet azért valasztottunk, mivel a
benomil szelektiven mérgez0 az Ascomycotdk legtobb tagjara, mig a Basidiomycotdk tagjai
nagyrészt rezisztensek, igy reméltiik, hogy ezeken a taptalajokon kitenyésznek mikorrhizanak
vélhet6 bazidiumos gombak (BOLLEN és FUCHS 1970).

A masodik fajta taptalaj a bengalrozsas malata agar volt, amelyet azért valasztottunk, mivel a
bengalrdzsa lassitja a gombdk fejlédését, igy reméltiik, hogy a kitenyészé 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 gombak ezen
nének a legjobban és leggyorsabban. A kloramfenikolt antibakteridlis hatdsa miatt adtuk a
taptalajhoz, a baktériumok megjelenésének elkertilése végett.

A hérom féle taptalaj 0sszetételét a 4. tablazatban foglaltam Ossze.
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4.tablazat: A mikorrhiza gombak kitenyésztéséhez hasznalt taptalajok Osszetétele

Taptalaj Osszetevék

e 20g burgonyapiiré
o 20g gliikoz

PDA 58
e 17gagar

e 10ml kloramfenikol

e 5g malata
BM e 10g agar

e 2.5ml benomil

e Sg malata
BRM e 10g agar

e 2,5ml bengalrozsa

A gyokerek begytijtésekor 2019. aprilisaban azokat csapvizben alaposan lemosva taroltuk €s
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 mintakat utana haromszor 10 percig steril desztillalt
vizzel mostuk, és igy keriiltek BM, BRM ¢és PDA taptalajokat tartalmazo Petri-csészékbe. A
mintdk maradék 1/3-ad része eltérd elokezelést kapott: a csapvizes mosas utan a gyokérdarabokat
30 masodpercre 70%-os 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 gombdk kitenyészés€ig vartunk, majd
azokat folyamatosan atoltottuk friss PDA taptalajra egészen addig, amig tiszta tenyészeteket nem
kaptunk. A tiszta tenyészetekrdl fotokat készitettiink, majd a bel6liik vett mintakat Olympus
mikroszkop alatt, faziskontrasztos megvilagitassal, 400x-os és 600x-0s nagyitas alatt, morfologiai
bélyegek alapjan probaltuk meghatarozni.

3.3.2. Az optimalis pH meghatarozasa a kitenyésztett gombak szamara

A BM, BRM ¢és PDA taptalajokon kitenyészett kiilonb6zd 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
készitettiink 5,9 cm atmérdjii Petri-csészékbe, a gombafajokat ezekre atoltottuk, majd egy 14
napos kisérlet soran megfigyeltiik az egyes gombak novekedési titemét a kiilonboz6 pH-kon (11.

abra).

37



10.14751/SZIE.2020.064

11. dbra A H. adriaticum gyokerbdl kitenyészett gombak pH sorra oltdsa

Minden gombafajt az 5 kiilonb6zd 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-csészéb6l 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 novekedési
feliiletet Image] programmal megmértiik mm?-ben. A kapott adatokbol R programmal
diagramokat készitettlink minden egyes gombafaj kiilonb6z6 ndvekedési mértékérdl a pH gradiens
mentén, majd ezt Osszevetettik a Himantoglossum adriaticum talaj- illetve taptalaj pH

optimumaval.

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

A Szent Istvan Egyetem NoOvényvédelmi Intézetének laboratoriumdban, Petri-csészében,

bengalrdzsas agaron kitenyészett, a mikroszkop alatt leginkabb mikorrhizanak tind mintat a
BIOMI Biotechnolégiai Szolgaltatd Kft. DNS-laboratériumaba adtuk be izolélasra.

A tobbi kitenyészett mintat azért nem kildtiik el, mert mikroszkép alatt megfigyelve,

egyértelmiien kijelenthetd volt, hogy nem bazidiumos gombak tenyésztek ki a tdptalajokon. Ezek

csalad vagy nemzetség szinten mikroszkop alatt meghatarozhat6 fajok voltak, olyanok, amelyek a

talajban altalanosan el6fordulé gombafajok. Ezek pontos faji meghatarozasa molekularis genetikai
38



10.14751/SZIE.2020.064

vizsgalatokkal nagyon koltséges lett volna, és sajnos nem allt rendelkezésiinkre akkora keret. Az
in vitro kisérletbe azonban bevontuk 6ket, és ha a késdbbiekben pozitiv eredményt érnénk el veliik,
akkor a tovabbiakban barmikor meghatarozhatok lesznek faji szinten.

A kapott jegyzokonyv alapjan az ITS1-2 régid szekvenalasdnak modszere:

Az ITS4 primerrel késziilt szekvencia végérol a felkért laboratériumban az ITS1 primer
szekvenciajat levagtak és az igy kapott szakaszt az atfedd szakaszok alapjan az ITS1 primerrel
késziilt szekvenciaval Osszeillesztették. Az igy kapott ITS1-2 régid kétszeres lefedettséggel
rendelkezik, amelyet az NCBI adatbazis szekvenciaival szemben illesztették. Az illesztést a
BLAST algoritmus segitségével végezték, és az illesztést csak a tenyészthetd torzsekre szikitettik.

A DNS izolalas az ABI Prepman Ultra Kittel tortént (INTERNET-4). 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) modszereit alkalmaztak.

3.3.4.  H.adriaticum gombapartnereinek meghatarozasa molekularis genetikai vizsgalatokkal,
gyokérszegmensbol
A gombapartnerek izolalashoz a Kdszegi-hegység alloméanyabdl kivalasztott egyed egy darab,
kortlbeliil 10 cm hosszisagu gyokérszegmensét hasznaltuk fel. Az anyatd mellett a talajt finoman
addig kapartuk, mig az eldbukkand gyokerekbdl egyet 6vatosan lemetszhettiink. Ezt kovetden a
foldet visszaegyengettiik a té tovéhez, hogy az a legkevésbé sériiljon. A lemetszett gyokérdarabot
alaposan lemostuk, a felszini szennyezddésektdl megtisztitottuk. Ez utan a letisztitott
gyokérszegmenst centrifugacsébe helyezve még aznap Godollore szallitottuk. Az izolalést és a
szekvenalast a BIOMI Biotechnologiai Szolgaltatdo Kft. DNS-laboratorium munkatarsai végeztek.
Az izolalas a NucleoSpin Microbial DNA Isolation Kit alapjan tortént, melynek protokollja a 2.sz.
mellékletben talalhato. 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-ITS1-ITS2 régiot képes szekvenalni. A Kit hasznalata soran a
felhasznaloi kézikonyv (INTERNET-5) és az tmutaté (INTERNET-6) alapjan dolgoztak.
A DNS tobbféle modon lett izolalva, folyékony nitrogénes feltarassal.
Az Illumina szekvenalast MiSeq gépen végezték V3(600)-as kittel, 2*300bp paired-end
readekkel. A Loop Genomics Mycobiome Kit alapjan, a szekvenalas soran kapott eredményeket a

Unite illetve a Silva nemzetkozi adatbazisokbol értékeltiik ki.
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3.4. A H. adriaticum magok szimbiotikus csiraztatasi kisérletei
A csirandvények szimbiotikus csirdztatdsdhoz és neveléséhez 2019. szeptemberében
ugynevezett ,,Hl oat medium”, finomra daralt zabpelyhes taptalajt készitettem az 5. tdblazatban
leirt receptira alapjan. A finomra O6rolt zabot zabpehelybdl készitettem, melyet alaposan
atdardltam, majd apro szemi konyhai szitan atszitaltam. A taptalajkészités menete €s taroldsa a
MFA téaptalajéval megegyezden zajlott.

5. tablazat: A HI zabpelyhes taptalaj receptje. (CLEMENTS et al. 1986, moddositva:
RASMUSSEN et al 1990 alapjan)

Osszetevé Mennyiség/liter
Ca(NOs)2*4H20 200mg
KCI 100mg
KH2PO4 200mg
MgSO4*7H.0 100mg
Eleszté kivonat (Difco) 100mg
Szacharéz 29
Finomra 6rolt zab 39
Agar 129

1 hét inkubacios id6 elteltével a taptalajokra vetettem koriilbeliil 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 inkubécios 1d elteltével a
zabpelyhes taptalaj masik oldaldra, a magoktol legtavolabbi pontra helyeztem egy-egy 5 mm
atmér6jii H. adriaticum gyokérbol kitenyésztett gomba mintat (12. abra). Minden gombafaj

esetében 1 kisérleti szimbiotikus vetést készitettem (13. abra, 3.sz. melléklet).

12. abra: Gomba minta H. adriaticum magok mellé helyezése zabpelyhes taptalajon.
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13. dabra: A H. adriaticum magok mellé helyezett gombaminta.

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

roluk a mikroszkopos képeket a mikroszkdp Olympus lencséjén keresztiil készitettem.

3.5.  Azinvitro nevelt H. adriaticum novények Kiiiltetési kisérletei

A specidlisan 9sszedllitott iiltetdkozegbe valo kitiltetési kisérlethez 2017-ben vetett és kelt 2
éves, az eredeti él6helyr6l hozott talajba vald kiiiltetési kisérlethez pedig 2014-ben vetett, 2015-
ben csirazott 4 éves in vitro nevelt névényeket hasznaltam fel. 2019. juliusaban 6sszesen 8 egyedet
iiltettem ki. Ezek koziil 6 egyedet specialisan 0sszeallitott iiltetékozegbe iiltettem, mely tolgyavart,
kvarchomokot, mészkdzuzalékot és fenyd mulcsot tartalmazott 2:1:1:1 ardnyban. A 9 cm
atmérdjl, 9,5 cm magas iiltetdcserép aljaba egy marék égetett agyaggolyodt helyeztem a megfeleld
vizelvezetés érdekében. Erre egy egység tolgyavar, egy egys€g kvarchomok, egy egység
mészkdzuzalek, egy tijabb egység tolgyavar és végiil egy egység mulcs kertilt (14. a-f 4bra). Ebbe
a kozegbe iiltettem be egyesével a 6 db in vitro nevelt novényt. Ezek utan 3-3 db kiiiltetett egyedet
kiilonb6zé maddon tartottam: 3 egyed esetében a Greenman Kft altal a kisérletemhez felajanlott
Greenman Floraria (15. abra) folyékony, €16, koncentralt multimikrobialis készitmény 2,5 ml/1
viz aranyu higitasédval 6ntdztem. A Greenman Floraridban taldlhato 6sszcsiraszam legalabb 1,0 x
108 db/cm®. A masik 3 egyedet az aszimbiotikus csirdztatishoz hasznalt, altalam moédositott FA
taptalaj folyékony, agar nélkiili valtozataval ontoztem (16. abra). Ezt a 6 egyedet egymas mellett
szobahdmérsékleten, napkozben 24-28°C, éjjel 18-20°C-os homérsékleten, természetes fénynél

tartottam.
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A maradék 2 egyedet pedig a faj kdszegi-hegységi €l6helyérol hozott talajba tiltettem be egy
27 cm atmérdji cserépbe, majd azt a Szent Istvan Egyetem Botanikus Kertjében helyeztem el (17.
abra), és a nagy szarazsadgban esdvizzel ontdoztem, egyéb esetben a természet altal adott mindségii
¢s mennyiségli nedvességhez és fényhez jutottak.

A kisérleti egyedeket decemberig naponta figyeltem és fotoztam.

Decemberben a cserepet a Botanikus Kert sziklakertjében a cserép pereméig a talajba beastam
annak érdekében, hogy a fagy hatdsara a cserép a teljes talajmennyiséggel egyiitt ne fagyjon at,
majd a december végi, januar eleji fagyok eljovetele elétt nadbol a cserép 2/3-ad része koré galat
készitettem, amely a téli fagyoktol a ndvényeket bizonyos fokig védi, 1/3-ad részen viszont enged

be fényt és nedvességet, igy valamelyest utanozva az él6helyi fedetlen telelést.

Y

14. a-f abra A megfeleld kiiiltetd kézeg elkészitéséhez hasznalt alapanyagok sorrendben
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17. dbra A lombikbol az eredeti élohelyrdl hozott talajba kitiltetésre keriild H. adriaticum novény
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3.6. Az adatfeldolgozas médszerei

A munkam soran kapott adatokat Microsoft Excel tablazatba vittem fel, az alapmiiveleteket
ezzel a programmal szamoltam ki. A statisztikai elemzéseket (1asd lentebb) 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 egyiitthaté 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 (4. sz. melléklet) melynél, ha a korrelacios egyiitthaté magasabb, mint a mintak
szamahoz (esetiinkben n=14 minta (nap) v=n-2 azaz v=12) tartoz6 t-érték, ugy a korrelacio
szignifikans (HOGG és TANIS 1998). Ez utan varianciaanalizissel (ANOV A) meghataroztuk a p-
értéket, amely alapjan, ha p<0,05, akkor van, ha p>0,05, akkor nincs szignifikans kiilonbség a
gombak kiilonbdz6 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.

44



10.14751/SZIE.2020.064

4. EREDMENYEK

4.1. A H. adriaticum in vitro aszimbiotikus csiraztatasanak eredményei

4.1.1. 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 hosszu idészakon keresztiil. A kezeletlen magok életképessége 5 honap utan
radikalisan lecsokkent, a fert6z6dési arany pedig jelentésen nétt.
A magmaradt és felhasznalt 5-5 lombiknyi magvetésbdl, a pH gradiens mentén kapott

csirazasi eredmények a 18. abran lathatok.
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18. dbra: A 2016-ban gyiijtott H. adriaticum magok csirazdasa a pH gradiens mentén MFA taptalajon

Az els6 protokorm a magvetéstdl szamitott 6. hdnapban 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
megkezdodott. A legjobb protokormképzddési aranyt egyértelmiien a 7,5-es pH-n tapasztaltuk. A
magvetéstdl szamitott 12. honaptol kezdve a protokormképzddés lecsokkent, a fényre kertilt
protokormok koziil is tobb elpusztult, ez a 18. dbran a 8,5-es, illetve a 4,5-es pH-ju lombikok
esetében szembetiind, de a 7,5-es pH esetében is tapasztalhatd volt. A magvetéstdl szamitott 20.

honapban az dsszcsirazasi arany 0,2%, kizarolag a 7,5-es pH-ji lombikokban pedig 0,76% volt.
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A 2017. augusztusaban, pH sorra vetett magok esetében mind a 15-15 db lombik steril maradt.

A magok csirdzasa a pH gradiens mentén a 19. dbran lathato.
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149. abra: A 2017-ben gyiijtétt H. adriaticum magok csirazasa a pH gradiens mentén MFA taptalajon

A 2017-ben vetett magok esetében az els protokorm a magvetést6l szamitott 7. honapban
jelent meg, pH 6,5-en. Erdekes, hogy mig 2016-o0s gyiijtésii magok esetében a 4,5-es pH-ju
taptalajokon, ha kevés is, de alakultak ki protokormok, addig a 2017-ben gyijtott 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 a 19. 4bran jol lathatd, hogy pH
6,5-n is meglehetdsen jo csirazast értiink el (23 db protokorm). Raadasul elészor a 6,5-es pH-n
indult meg a protokormképzddés. A magvetéstdl szamitott 12. honapban, az augusztusi
Kényszerszabadsag” iddszaka alatt a Szent Istvan Egyetemen elektromos halozati karbantartas
volt, melyr6l nem értesiiltem, igy a légkondicionalt helyiségben, ahol a csiranévényeket és
protokormokat tartalmaz6 lombikjaim voltak, a légkondicionalé kikapcsoldsa miatt (amely az
aram visszajovetelével nem indult automatikusan Gijra) majdnem a teljes protokorm és csirandvény
allomanyunk elpusztult. Ez a visszaesés lathat6 a 19. abran a 12-14. honap kozott. Ezeket a
lombikokat 1 honapra sotét, 4°C-os hiitébe helyezve néhany, 6,5-es és 7,5-es pH-ji lombikban
ujabb protokormok jelentek meg, illetve a magvetéstdl szamitott 16. honapban az addig nem
csirdzo 6,5-es és 7,5-es pH-ji lombikokban is jelentek meg protokormok. 20 honappal a magvetés
utan az Osszcsirazasi arany a 4,5-es pH-ji lombikokban 0%, az 5,5-es pH-ju lombikokban 0,12%,
a 6,5-es pH-ju lombikokban 0,92%, a 7,5-es pH-ju lombikokban 1,12%, mig a 8,5-es pH-ju
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lombikokban 0% volt. Atlagolva a két legjobb csirazast elért, pH 6,5; illetve pH 7,5-es lombikokat,
a csirazasi 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, G1gy a csirdzasi arany az
5,5-es pH-ju lombikokban 0,6%-ra, a 6,5-es pH-ji lombikokban 3,2%-ra, a 7,5-es pH-ju
lombikokban pedig 4%-ra nétt. 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.

4.1.2. Csirazasi eredmények a KCI mennyiségének valtoztatasa esetén, optimalizalt pH-ja (pH 7)
MFA taptalajon
A H. adriaticum magokbdl honaprol-honapra kifejlédott protokormok mennyiségét a taptalaj

kalium-klorid tartalmanak valtozasaval a 20. dbra mutatja be.
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20. dbra: H. adriaticum protokormok megjelenése a kalium-klorid gradiens mentén MFA taptalajon

Az elsd protokorm a magvetéstdl szdmitott 6. honapban, 2019. aprilisdban jelent meg, a 200
mg/1200 ml kalium-kloridot tartalmaz6 MFA taptalajon. Az id6 mulasaval a 20. abrardl
leolvashato, hogy a legjobb csirazasi eredményt 13 honappal a magvetés utan, 76 db protokorm
kifejlédésével (15,2%) a 280 mg/1200 ml kalium-kloridot tartalmazé lombikok érték el, amely
egy kicsit magasabb mennyiség, mint amennyit az eredeti FA taptalaj receptje tartalmaz. Ezt
kovetden, a masodik legtdbb 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 KCl tartalmu taptalaj 38 db protokormmal (7,6%), majd a 200 mg-ot
tartalmazo, 26 db protokormmal (5,2%). A 360 mg/1200 ml KCI-t tartalmaz6 taptalajon egyaltalan
nem fejlédott ki protokorm.

A kisérlet igen érdekes eredményeket adott, hiszen a legjobb eredményt az eredeti taptalaj
recepthez képes kicsit tobb, majd a masodik legjobbat az ahhoz képest kicsit kevesebb kalium-

klorid mennyiséggel kaptuk, az eredeti recept alapjan adagolt mennyiség viszont hiaba kedvez
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kezdetben a protokormok gyors kialakulasanak, a kisérlet végére a masodik legrosszabb
eredményt adta mennyiségi tekintetben.

13 honappal a magvetés utan a 40, 120, 200, és 280 mg/1200 ml kalium-kloridot tartalmazo
MFA taptalajokon kialakult protokormok allapota a 21. dbran lathato.

Eredeti receptnek
megfeleld KCI1
koncentréacio

21. dabra: A 40, 120, 200, és 280 mg/1200 m! kalium-kloridot tartalmazé MFA tdaptalajokon kialakult
protokormok 13 honappal a magvetés utan

4.1.3. Csirazasi eredmények az NHsNO3z mennyiségének valtoztatasa esetén, optimalizalt pH-ja
(pH 7) MFA taptalajon
A taptalaj valtozO NHsNOs3 tartalmanak hatasara kifejlédott H. adriaticum protokormok

mennyiségét a 22. dbra mutatja be.
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NH4NO3 (mg/1200ml)
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22. abra: H. adriaticum protokormok megjelenése az ammonium-nitrat gradiens mentén

crer

protokormok szama.

Az els6 protokorm a magvetéstol szamitott 8. honapban, 2019. jiniusaban jelent meg, a 120
mg és a 280 mg/1200 ml ammonium-nitratot tartalmazé MFA taptalajokon. Az idé mulasaval a
22. abrardl leolvashatd, hogy a legjobb csirazasi eredményt 13 honappal a magvetés utan, 22 db
protokorm (4,4%) kifejlédésével a legkevesebb mennyiségii, 40 mg/1200 ml ammoénium-nitratot
tartalmazo lombikok érték el, amely l1ényegesen kevesebb, mint amit az eredeti FA taptalaj receptje
tartalmaz. Ezt kovetden, a masodik legtobb protokorm a még mindig az eredeti receptnél kevesebb,
120 mg/1200 ml ammonium-nitrat mennyiség esetében fejlodott ki, szamszeriien 16 db (3,2%).
200 mg/1200 ml NH4NO3 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
tisztan latszik, hogy az ammonium-nitrat mennyiségének emelése kifejezetten negativ hatassal van
a H. adriaticum protokormok fejlddésére, a 360 mg/1200 ml mennyiséget tartalmazo lombikokban
példaul egyaltalan nem fejlodott ki protokorm a magvetéstdl szamitott 12 honapban. 13 honappal
a magvetés utan a 40, 120, 200, 280, és 360 mg/1200 ml ammonium-nitratot tartalmazéo MFA
taptalajokon kialakult protokormok allapota a 23. abran lathato.
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gfeleld NHsNO3
koncentracio

23. dbra A 40, 120, 200, 280, és 360 mg/1200 ml ammonium-nitrdtot tartalmazé MFA taptalajokon kialakult

protokormok 13 héonappal a magvetés utan

4.2. A H. adriaticum in vitro aszimbiotikus nevelési eredményei
4.2.1. A kokuszviz hatasa a csirandvények fejlodésére

A csirandvények allapota a kiillonb6zd mértékii kokuszvizes MFA téptalajra tlizdeléskor a 24.
abran lathat6. Egy honappal a csirandvények kokuszvizes MFA téptalajra tlizdelése utan szemmel
lathato volt a kokuszviz novekedésserkentd hatasa (25. abra). Az is szemmel lathato a 26-30.

abrakon, hogy a kokuszviz mennyiségének novelésével a novekedésserkentd hatas is ndvekszik,
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mar 10 ml/1200 ml mennyiség is meginditja a z6ld levél fejlodését, de a mennyiség novelésével
egyre erételjesebb ez a folyamat, 40 ml/1200 ml mennyiségnél mar a gyokérfejlodés is megindul

(29. abra), 50 m1/1200 ml mennyiségnél pedig a gyokérfejlodés mértéke is fokozodik (30. abra).

25. abra: A csirandvények allapotal honappal a kokuszvizes MFA taptalajra tiizdelés utan
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26. dbra: 1 hénapos csiranévény — 21. dbra: 1 hénapos csirandvény 28. abra: 1 hénapos csiranovény
allapota a 10 ml/1200 ml allapota a 20 ml/1200 ml dllapota a 30 ml/1200 m! kékuszvizet
kokuszvizet tartalmazé taptalajon  kokuszvizet tartalmazd taptalajon tartalmazo taptalajon

29. dbra: I hénapos csirandveny dllapota 1 30. dbra: 1 hénapos csirandvény dllapota az
honappal a 40 ml/1200 m! kdkuszvizet tartalmazo 50 mI/1200 m! kdkuszvizet tartalmazé
taptalajon taptalajon

A 2,5 hénappal a kokuszvizes taptalajra tlizdelés utani allapotokat a 31-35. abrak mutatjak be.
Ezeken az abrakon lathato, hogy a 10- illetve 20 ml/1200 ml kokuszvizet tartalmazo taptalajokon
kozel azonos mértékii a csirandvények novekedési mértéke. Az is megfigyelhetd, hogy a 30-
illetve 40 m1/1200 ml kokuszvizet tartalmazé taptalajokon a novények novekedése erételjesebb, a
40 ml-t tartalmazo esetében a gyokérfejlédés is tovabb fokozodott. Az 50 ml/1200 ml kokuszvizet
tartalmazé taptalajon viszont a kezdeti gyors ndvekedés és gyokérfejlodés utan ugy tinik a

novekedés mértéke lelassul, az egyik lombikban a csirandvény nem is fejlodott tovabb (35. dbra).
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31. abra 2,5 hénapos csirandvény allapota a 32. dbra 2,5 hénapos csiranévény dllapota a
10 m|/1200 ml kokuszvizet tartalmazo tdptalajon 20 m|/1200 ml kdokuszvizet tartalmazo
taptalajon

33. dbra 2,5 honapos csiranévény 34. abra 2,5 honapos csiranévény allapota a
dllapota a 30 ml/1200 m! kékuszvizet 40 ml/1200 m! kdkuszvizet tartalmazo
tartalmazo taptalajon taptalajon

35. dbra 2,5 hénapos csirandvény dllapota a 50 ml/1200 ml kékuszvizet tartalmazo tdptalajon
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4.2.2. Az eziist-nitrat hatasa a csirandvények fejlodésére
A csirandvények allapota a 4 mg/1200ml eziist-nitratot tartalmazé MFA taptalajra ttizdeléskor
a 36. abran lathato. Egy honappal az tlizdelés utan a csirandvények allapotdban érdemi valtozast
nem tapasztaltunk a kiilonbozé AgNOs koncentraciok mellett (37. abra).
OO0 A B OO O DA OO0 D000

WAL i ol

37. dbra: 1 honapos csirandvények dallapota a 4 mg/1200 ml eziist-nitrdtot tartalmazo taptalajon

2,5 honap elteltével a 4 mg eziist-nitratot tartalmazé taptalajokon nem sok valtozas volt

tapasztalhat6 (38-39. dbra) az els6 honaphoz képest. Az egyik lombikban, amelyben mar 1 honap
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elteltével is lathato volt a csirandvény novekedésének megindulasa, a novény tovabb fejlodott, de

elég gyengének, vékonynak és torékenynek tiint (38. abra, bal sz¢lsé lombik).

39. dbra 2,5 hénapos csiranovények dllapota a 4 mgl/1200 ml eziist-nitrdtot tartalmazo taptalajon

4.2.3. Kokuszviz + eziist-nitrat egyiittes hasznalatanak hatdsa a csirandvények fejlédésére

A csirandvények allapota a 4 mg/1200 ml eziist-nitratot és 25 ml/1200 ml kokuszvizet
egylittesen tartalmazd MFA téptalajra tlizdeléskor a 40. abran lathat6. Egy honappal a
csirandvények taptalajra tlizdelése utdn szemmel lathatd volt az eziist-nitrdt és a kdokuszviz
egyiittes novekedésserkentd hatasa (41.a-b, 42.a-e abrak). A harom kisérlet koziil egyértelmiien ez

bizonyult a leglatvanyosabb novekedésserkentd hatasunak.
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40. dbra: A csirandvények dallapota a 4 mgl1200 ml eziist-nitrdtot és 25 ml/1200 ml kékuszvizet egyiittesen
tartalmazo MFA taptalajra tiizdeléskor

41.a-b dbra: 1 hénapos csirandvények allapota a 4 mg/1200 ml eziist-nitratot és 25 ml/1200 ml kékuszvizet
egyiittesen tartalmazo MFA taptalajon
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42. a-e dbra:1 honapos csiranévények dllapota kozelrél a 4 mg/1200 ml eziist-nitratot és

25 ml/1200 ml kékuszvizet egyiittesen tartalmazo taptalajon
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A tlizdeléstdl szamitott két és fél honap elteltével a csirandvények tovabb novekedtek és

er6sodtek, tobb lombikban kifejezetten erds, életképes, sotétzold levelli novényeket talaltam (43-
44, 3brak).

43. dbra 2,5 honapos csiranovények dllapota a 4 mgl/1200 ml eziist-nitratot és 25 ml/1200 ml kdkuszvizet
egyiittesen tartalmazo taptalajon

44. dbra 2,5 honapos csiranévények dllapota a 4 mg/1200 ml eziist-nitratot és 25 ml/1200 ml kokuszvizet
egyiittesen tartalmazo taptalajon

4.24. Az in vitro nevelt novények fejlédése kiilonbozo tartasi (fény és hémérsékleti)
koriilmények kozott
Az in vitro nevelt névények fejlédését az idé6 mulasaval a kiilonboz6 szobakban a 45-48.

abrakon lathato diagramok mutatjak be.
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45. dbra: Az in vitro nevelt novények dallapotdnak viltozasa a fényszobaban a 16 héten keresztiil tarto kisérlet
soran. Mesterséges megvilagitas idotartama 16 ora/nap, homerséklet 21°C.
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46. abra: Az in vitro nevelt névények dllapotanak valtozdasa a D-i tdjoldasu szobdaban, természetes megvildgitds
és 28-30°C mellett. a 16 héten keresztiil tarto kisérlet soran.
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47. dbra: Az in vitro nevelt novények dllapotanak valtozdsa az E-i tdjoldsii szobdban, természetes megvildgitds
és 22-26°C mellett a 16 héten keresztiil tarto kisérlet soran.
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48. abra: Az in vitro nevelt novények dllapotanak valtozasa D-i tdjolasu szobdaban, természetes megvilagitas éS
allando 24°C-o0s léegkondicionalt szobaban a 16 héten keresztiil tarto kisérlet soran.

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

A masodik, déli kitettségii, nyaron nappal 28-30°C-os maximumu, é&jjel 24°C-0S minimum
hémérsékletii, természetes fényll szobaban az elsd két hét soran a felére csokkent a zold novények
szama, ¢s a 4. héttél kezdve a megbarnult névények elkezdtek elpusztulni. A 14. hétre egyetlen
z0ld ndvény sem maradt. A kisérleti 16 leteltével a pusztulds 60%-os volt, a ndvények maradék
40%-a megbarnult.

A harmadik, északi tajolasu, nyaron nappal 26°C-os maximumu, &jjel 22°C-0s minimum
homérsekletii, természetes fényli szobadban pusztulds egyaltalan nem volt tapasztalhato a 16 hetes
kisérleti id6 alatt. A 4. héttdl a novények barnuldsa megkezdddott €s egyre erdteljesebbé valt. A
kisérleti id6 leteltével a lombikok 60%-aban maradtak a novények zoldek, 40%-ukban pedig
megbarnultak.

A negyedik, ¢éjjel-nappal 24°C homérsékletii, déli kitettseégli, természetes fényt kapo szobaban
a 12. hétig kapott eredmények a szdmottevok (majus-junius-jalius), ugyanis ekkor egy szdmunkra
be nem jelentett, augusztusi kotelez szabadsag alatt bekdvetkezd tobb napos aramkimaradas
(karbantartas) miatt a légkondicionald nem iizemelt egészen 1 héten keresztiil, ekkor észleltiik a
problémat, de mar késé volt, az in vitro nevelt névények 70%-a addigra mar elpusztult. A 12. hétig
viszont a novények mindossze 20%-a barnult meg, 80% ¢€p, zold maradt, igy feltételezziik, hogy

ez a tendencia kitartott volna a 16. hét végéig is.
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4.3. A H. adriaticum mikorrhiza gombapartnereinek meghatarozasa és vizsgalatai

4.3.1. A H. adriaticum mikorrhiza partnereinek kitenyésztése kiilonb6z6 taptalajokon

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

A PDA, BM ¢és BRM taptalajokon kitenyészett gombakbdl késziilt tiszta tenyészeteket PDA
taptalajra oltottuk. Igy végiil 6sszesen 5 féle kiilonbozé tipusu gombat sikeriilt kitenyészteni a
gyokérszegmensekbdl. Ezeket a pontos azonositasig A, B, C, D és E gombédknak neveztiik el (49.
abra).

49. dbra: A kitenyészett gombafajok. Bal felsd képtdl kezdve jobb irdnyba: A, B, C, D, E faj.
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4.3.2. A kitenyésztett gombak szdmara optimalis pH meghatarozasanak kisérlete
A kitenyésztett gombak 14 napon at tartdé novekedési kisérlete soran, kiilonb6z6 pH-kon

kapott eredményeit az 50.a-e abrakon mutatom be.

a.) 'A'gombafaj atlagos névekedesi merteke a pH gradiens mentén
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b.) 'B'gombafaj atlagos ndvekedési mertéke a pH gradiens mentén
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c) 'C'gombafaj atlagos névekedési mérteéke a pH gradiens mentén
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d) 'D'gombafaj atlagos ndvekedési mértéke a pH gradiens mentén
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e.) 'E'gombafaj atlagos ndvekedési mertéke a pH gradiens mentén
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50. dbra: a-e.) Az egyes kitenyésztett gombdk névekedési mértékei a pH gradiens mentén

Az abrakrol leolvashat6, hogy a kitenyésztett kiillonb6z6é gombafajoknak igen kiilonb6z6 a pH
optimuma. Az ,,A” gombafaj a 4,5-es pH-t preferdlja, mig az elsé 12 napon 4t a 8,5-es pH-n
novekszik a leglassabban, az utolsé két napon viszont az 5,5-es pH ndvekedése olyannyira
lelassult, hogy végiil ez a pH adta a legalacsonyabb novekedési értéket (50.a abra). A ,,B”
gombafaj pH optimuma a pH 6,5, de lathato, hogy igazabol nincsen tul nagy kiilonbség a faj
novekedési sebességében kiilonb6z6 pH-kon (50.b abra), tehat ez a faj széles pH spektrumon,
gyakorlatilag barhol eléfordulhat. A ,,C” gombafaj a legjobb novekedési eredményeket a 5,5-es
pH-n érte el, a legrosszabbakat pedig pH 4,5-en (50.c abra). A ,,D” gombafaj optimalis talaj pH-
ja akisérlet alapjan a pH 6,5, de az 50.d abrardl az is latszik, hogy nagyon kis kiilonbségek vannak
a faj novekedési litemében az egyes pH-kon, tehat ez a faj is széles korben elterjedt talajgomba.
Az ,,E” gombafaj pedig a pH 5,5-et preferdlja, és egyértelmlien a 8,5-es pH-n ndvekedett a
leglassabban (50.e abra). Ennek a fajnak a novekedési mértéke egyértelmiien csokken a talaj pH
novekedésével.

Az egyes gombafajok pH-nkénti R? értékeit a 6. tablazat, mig a varianciaanalizis soran kapott
p-értékeket a 7.tdblazat tartalmazza. A nullhipotézisiink: nincs kiillonbség az atlagok kozott, a

kezelések/csoportok a célvaltozé atlagara nézve minden mintaban/kezelési csoportban azonosak.
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6. tablazat: A kitenyésztett gombafajok kiilonboz6 pH-n valé atlagnovekedéséhez illesztett linearis
trendvonal R? értékei
Gombafajok/pH 4,5 5,5 6,5 7,5 8,5
0,9653 0,9086 0,9338 0,977 0,9757
0,7543 0,7772 0,7599 0,7976 0,8492
0,9733 0,8755 0,9531 0,9647 0,9698
0,7772 0,7236 0,7263 0,7369 0,7563
0,9712 09741 09677 0,972 0,9463

mooOw>

7. tablazat: A varianciaanalizis eredményei

Gomba |p-érték | Megallapitas

Nincs szignifikans kiilonbség a kiilonb6z6 pH-kon kapott novekedési
A 0,578 . -

atlagok kozott

Nincs szignifikans kiilonbség a kiilonb6z6 pH-kon kapott novekedési
B 0,984 , -

atlagok kozott

Nincs szignifikans kiilonbség a kiilonb6z6 pH-kon kapott novekedési
C 0,101 . -

atlagok kozott

Nincs szignifikans kiilonbség a kiilonb6z6 pH-kon kapott novekedési
D 0,972 , -

atlagok kozott

Nincs szignifikéans kiilonbség a kiilonb6z6 pH-kon kapott novekedési
E 0,822 , -

atlagok kozott

A 6. tablazatban talalhato R? értékek mindegyike azt mutatja, hogy az adott pH-n mért
novekedési pontokra szignifikansan illeszkedik a hozzajuk rendelt linearis trendvonal. A 4.sz.
melléklet alapjan a t-proba eredményeképpen a korrelacido a pH és a novekedési ilitem kozott
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 kiilonbozo
pH-kon egyik esetben sem kiilonboznek szignifikansan egymastol, tehat ezek alapjan az Gsszes
kitenyésztett gombafaj széles pH referenciaval rendelkez6 faj, és kevéssé fliggenek a talaj pH
értékétol.

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

Az izolalasra, a BIOMI Biotechnologiai Szolgaltatd Kft.-hez beadott ,,A” gomba minta

esetében az illesztések eredményét az 8. és 9. tablazatok tartalmazzak.
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8. tablazat: NCBI BLAST Tal4lati Lista Osszesités
*: BLAST Pontszam= az illesztés mindségére jellemzo érték. A nagyobb pontszam nagyobb
fokt hasonlosagot jelent

NCBI BLAST Talalati Lista Osszesitése
Izolatum Talalatok Blast Pontszam* Talalatok szama
...llyonectria robusta 935 37
...llyonectria sp. 929 15
...llyonectria destructans 929 7
...llyonectria sp. HB 4 924 1
...llyonectria sp. HB 2 924 1
...Ilyonectria sp. HB 1 924 1
...Ilyonectria sp. nwa_sgmc_25_5c1 1 924 1
...Ilyonectria sp. osu_besc_4e 922 1
...Ilyonectria sp. nwa_sgmc_25_5g 922 1
...Ilyonectria sp. nwa_sgmc_25_5c1 920 1
...Ilyonectria sp. nwa_ktma_25_5c 920 1
...Ilyonectria sp. bc_lilb_26_5h 920 1
...Ilyonectria sp. bc_pdelt_109b 920 1
...Ilyonectria sp. HB 5 918 1
...Ilyonectria sp. HB 3 918 1
...llyonectria sp. nwa_besc_246b 913 1
. A” faj ...Ilyonectria sp. bc_besc_314b 913 1
...llyonectria sp. bc_besc_294i 911 1
...llyonectria sp. nwa_ktma_25 5a 909 1
...llyonectria sp. nc_gw_9967d 909 1
...Ilyonectria europaea 907 4
...Ilyonectria lusitanica 907 2
...llyonectria sp. nc_besc_890c 905 1
...Cylindrocarpon sp. 4/97-1 929 1
...Nectriaceae sp. AS20-1 924 1
...Nectriaceae sp. AS4-1 922 1
...Neonectria sp. NCP02/03 920 1
...Neonectria sp. 215¢ 913 1
...Neonectria sp. 210d 913 1
...Neonectria sp. 9h 913 1
...Neonectria sp. 9e 913 1
...Neonectria sp. 9d 909 1
...Neonectria sp. O_2_BESC_883h 909 1
...Neonectria sp. C_1_BESC_294n 909 1
...Neonectria sp. C_BESC_184y 909 1
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Izolatum Talalatok Blast Pontszam* Talalatok szama

...Neonectria sp. C_ BESC_184x 909 1

...Neonectria sp. C_ BESC_184v 909 1

...Neonectria sp. C BESC_184f 909 1

...Neonectria sp. C BESC_184ae 909 1

...Neonectria sp. C BESC_184ac 909 1

...Neonectria sp. C_ BESC_184af 909 1

...Fusarium sp. C_2 BESC 319m 909 1

. ...Neonectria sp. C_ BESC_184ab 909 1

»A” fa] ..Neonectria sp. BESC103a 909 1
...Neonectria sp. C_BESC_184w 909 1

...Fusarium sp. C_2_BESC_319I 909 1

...Neonectria sp. O_2_BESC_883k 907 1
...Cylindrocarpon sp. 866 907 1
...Cylindrocarpon sp. cy131 907 1
...Cylindrocarpon sp. 5/97-12 907 1

..Ascomycota sp. H-23 922 1

.fungal sp. 924 5

9. tablazat: Szekvencia illesztések eredménye
*: A polimorf nukleotidokat kiilonbségnek veszi

NCBI BLAST illesztés eredménye
Izolatum Talalatok Kod Azonossag (%) | Nukleotid eltérés*
Ilyonectria robusta MK459421 100% 0/506
Ilyonectria destructans KF915980 99% 1/506
. Neonectria radicicola GU479904 99% 1/506
»A” faj -
llyonectria europaea MH497571 99% 5/506
Ilyonectria lusitanica NR_156240 99% 5/506
llyonectria europaea JF735294 99% 5/506
A 2019/409-es izolatum az Ilyonectria genus tagja (100%). Legval6sziniibb faji besorolasa
a vizsgalt 506 nukleotid hosszusagu ITS1-2 szekvencia alapjan llyonectria robusta

Tehat a vizsgalt 506 nukleotid hosszisagu ITS1-2 szekvencia alapjan a beadott ,,A” minta az
Ilyonectria robusta faj. Ez a faj a valodi gombak kladjan (,,orszagan”) beliil a Toémldsgombak
(Ascomycota) kladjanak (,,torzsének™) a tagja, amit altalanos talajgombaként, tiineteket nem okozo
gyokér endofita és opportunista névényi gyokérkorokozoként tartanak szamon (CHAVERRI et al.
2011). Szakirodalmi adatot nem talaltam arr6l, hogy ezt a gombafajt barmely orchideafaj
mikorrhiza partnereként eddig kimutattdk volna.

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
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Intézetben. A ,,C” fajt nem tudtuk a morfologiai bélyegek alapjan azonositani csalad/nemzetség

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

4.3.4. A beadott H. adriaticum gyokérszegmensb6l meghatarozasra keriilt gombapartnerek

A Loop Genomics Mycobiome Kit alapjan, a szekvenalds soran kapott és a Unite

(INTERNET- 7) illetve a Silva (INTERNET- 8) nemzetk6zi adatbazisokbol kiértékelt, osszesitett

eredményeket a 10. tdblazat tartalmazza.

10. tablazat: A gyokérminta szekvenaldsa soran kapott, nemzetkozi adatbazisokbodl kiértékelt,
Osszesitett eredmények. (ab*: abundancia)

Nemzetség Faj szam | ab* Taxon
Himantoglossum | Himantoglossum adriaticum |206 |0,665 | Orchideaceae (terresztris)
Dactylorhiza Dactylorhiza incarnata 25 0,081 | Orchideaceae (terresztris)
Dactylorhiza Dactylorhiza fuchsii 17 0,055 | Orchideaceae (terresztris)
Lobosporangium |unidentified 9 0,029 Mortierellomycota
Himantoglossum | Himantoglossum hircinum 6 0,019 | Orchideaceae (terresztris)
Valsa Valsa mali 4 0,013 Ascomycota
Neocallimastix unidentified 3 0,01 Neocallimastigomycota
Asphodeline Asphodeline taurica 2 0,006 Asphodelaceae
Cercomonas Cercomonas longicauda 2 0,006 Algae
Cercomonas Cercomonas sp. 2 0,006 Algae
Fusarium Fusarium oxysporum 2 0,006 Ascomycota
Penicillium Penicillium sp. 2 0,006 Ascomycota
Aspergillus Aspergillus oryzae 1 0,003 Ascomycota
Cephalanthera Cephalanthera austiniae 1 0,003 | Orchideaceae (terresztris)
Colpodida Colpodida sp. 1 0,003 Protozoa
Dactylonectria Dactylonectria torresensis 1 0,003 =llyonectria torresensis,

Ascomycota
Dendrobium Dendrobium catenatum 1 0,003 Orchidea (epifita)
Ditylenchus Ditylenchus destructor 1 0,003 Nematode
Erysiphe Erysiphe pulchra 1 0,003 Ascomycota
Eucalyptus Eucalyptus alba 1 0,003 Myrtaceae
Heteromita Heteromita sp. 1 0,003 Algae
Kniphofia Kniphofia uvaria 1 0,003 Asphodelaceae
Koelreuteria Koelreuteria sp. 1 0,003 Sapindaceae
Kraken Kraken carinae 1 0,003 Cercozoa, amoebae
Leohumicola Leohumicola sp. 1 0,003 Ascomycota
Medeolaria Medeolaria sp. 1 0,003 Ascomycota
Meliniomyces Meliniomyces sp. 1 0,003 Ascomycota
Orchis Orchis quadripunctata 1 0,003 | Orchideaceae (terresztris)
Paracercomonas | Paracercomonas sp. 1 0,003 Cercozoa
Pedospumella Pedospumella encystans 1 0,003 Algae
Penicillium Penicillium corylophilum 1 0,003 Ascomycota
Phalansterium Phalansterium sp. 1 0,003 Flagellata, amoebozoa
Rhizoctonia Rhizoctonia solani 1 0,003 Basidiomycota
Rubus Rubus allegheniensis 1 0,003 Rosaceae
Saitoella Saitoella complicata 1 0,003 Ascomycota
Tetracladium Tetracladium marchalianum |1 0,003 Ascomycota
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Nemzetség Faj szam | ab* Taxon
Tetracladium Tetracladium sp. 1 0,003 Ascomycota
Thaumatomonas | Thaumatomonas coloniensis |1 0,003 Cercozoa
Thaumatomonas | Thaumatomonas sp. 1 0,003 Cercozoa
Trichoderma Trichoderma reesei 1 0,003 Ascomycota
Tulasnella Tulasnella sp. 1 0,003 Basidiomycota
Cryptococcus Cryptococcus neoformans 1 0,003 Basidiomycota

A gyokérminta szekvenalasa sordn a legtobb, 206 esetben maganak a H. adriaticum fajnak a
DNS szekvenciaja jott ki, ami nem meglepd, viszont bizonyitja, hogy valdéban 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 szekvenciaja. Ezek az eredmények valodsziniileg az Orchidaceae csaladon beliili
DNS szakasz hasonlosagoknak tudhatok be. A 10. tdblazatban taldlhatd, Gsszes tobbi, szintén
bazissorrend hasonlésagok alapjan (joval alacsonyabb abundancidval) megjelend taxon szintén
rendkiviil bizonytalan, a zarvatermok esetében pedig teljességgel kizarhat6 a jelenlétiik.

A szamunkra relevans, esetleges mikorrhiza partnerek az Ascomycota (Tomldsgombak)
illetve a Basidiomycota (Bazidiumos gombak) kladjabol keriilnek ki, ezért a kdvetkezokben azokat
az e torzsekbe tartozd fajokat targyaljuk, amelyek esetleges jelenlétére utald6 DNS szekvencidk
megjelentek a gyokérmintakban.

A tomldsgombak 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 kifejlodtek. A beadott gyokérszegmensbdl molekularis genetikai
modszerekkel a kovetkez taxonokat sikeriilt izolalni az Ascomycotdik 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 talajszaprofitadkként is szdmontarthatok. Azonban, a F. oxysporum
komplexen beliili elvaltozasok hatasara az 0j formdk, kiilonosen a mezdgazdasagi kornyezetben,
akar novénypatogének is lehetnek. Jelenléte a talajban altalanos. Petri-csészében, taptalajon is
sikeriilt H. adriaticum gyokérbol Fusarium sp. taxont kitenyészteni. Ezaltal kijelenthetjiik, hogy a
Fusarium genus jelen van a H. adriaticum gyokerében, vagy legalabbis az ¢l6hely talajaban,
viszont a gyokérkapcsoltsaga és szerepe kérdéses, jelenlegi ismereteink alapjan nem valdszini.

A Penicillium corylophilum kiilonosen nedves épiiletek penész faja, de a szakirodalom alapjan
eléfordul még ételekben és szinyogokban is, mely utobbiakra kifejezetten patogén. Olyan

alkaloidokat allit eld, mint az epoxiagroklavin €s a citrinin, valamint a faj ezek alapjan egyaltalan
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nem talajlako, igy valds jelenléte a gyokérmintan kérdéses, €s semmiképpen sem mikorrhiza
partnere a H. adriaticumnak. Petri-csészében, taptalajon azonban sikeriilt H. adriaticum gyokérbol
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 szojabab
erjesztésére szdjaszosz €s erjesztett babtészta készitéséhez, illetve rizs, egyéb gabonafélék vagy
krumpli cukrositasahoz, alkoholtartalmu italok készitéséhez. Ezek alapjan ez a faj sem valoszint,
hogy valoban megtalalhatd volt a gyokérmintan, csupan egy igen rovid DNS szakasz egyez€s
okan, anomaliaként keriilhetett fel a listara.

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

A Trichoderma reesei egy mezofil fonalas gomba faj. Nagy mennyiségii cellulolitikus enzimet
(cellulazokat és hemicelluldzokat) képes kivalasztani, ezért ipari szinten hasznaljak fel a celluloz
gliik6zza alakitasaban. Cellulaz-eléallitasi képessége miatt ez a faj igen fontos kereskedelmi és
ipari mikroorganizmus. A talajban el6fordulhat, igy jelenléte elképzelheté a H. adriaticum
gyoOkerének feliiletén, de mikorrhiza fajaként sem e fajnal sem masutt eddig nem jelezték.

A Tetracladium marchalianum mérsékelt és szubtropusi teriileteken vilagszerte el6fordulo,
vizi fonalasgomba faj. Lebontja a karboxi-metil-cellulozt, a xilant és a poligalakturonsavat,
valamint szerepe van a folydkban talalhato levelek lebomlasi folyamatanak végbemenetelében.
Mikorrhizaként nem ismert.

A Saitoella complicata ritka gombafaj. Mig a rokon fajai ndvények vagy allatok koérokozai,
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 egyeldre nem igazan ismert. Valos jelenléte
elképzelhetd, de mikorrhiza fajként eddig sem e fajnal sem masutt nem jelezték.

A Medeolariaceae csaladrol sincsen szamottevé 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 valoszinisitheté 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,
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hogy a H. adriaticum gyokerébdl izolalt kis DNS szekvencia egyezés akar jelenlenlétiikre és
szimbiotikus kapcsolatra utal6 jel is lehet.

A Valsa mali faj destruktiv alma pusztitd fajként, az un. Valsa iiszog betegség korokozo
gombéjaként ismeretes Kelet-Azsiaban, f6leg Kinaban. A rovid DNS szekvencia egyezés ellenére,
ezen adatok alapjan a faj jelenléte nem valdszintsithet6 a H. adriaticum gyokerén.

A 8. tablazatban Dactylonectria torresensis-ként megjelené Ascomycota gombafaj szinonim
neve: llyonectria torresensis. Ez azért igen l1ényeges, mert a Petri-csészében kitenyésztett, majd
DNS szekvencia altal a BIOMI-ban meghatarozott faj is az llyonectria genus tagja volt, melyet
fajszinten legvalosziniibbnek llyonectria robusta-ként azonositottak. Lényegében tehat azt 100%
bizonyossaggal kijelenthetjiik, hogy az llyonectria genus ott van a H. adriaticum gydkerében, de
pontos szerepe még ismeretlen szdmunkra.

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 kimutathato volt a Tulasnella
sp. jelenléte, egyértelmiien biztosra mondhatd, hogy a H. adriaticum egyik mikorrhiza partnere
ennek a csaladnak és talan ennek a nemzetségnek a faja (fajai) is, amit ebben az esetben az igen
alacsony DNS szekvencia egyezés (abundancia 0,003) timaszt ala.

A Rhizoctonia solani a szakirodalom alapjan hazankban, Magyarorszagon is megtalalhato
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
immunhianyos 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 hasonloan elképzelhetd, hogy a H. adriaticum gyokerében is szimbiontaként

legyen jelen.
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4.4. A H. adriaticum magok szimbiotikus csiraztatasi és nevelési kisérleteinek eredményei

A H. adriaticum szimbiotikus csiraztatasi és nevelési kisérletei soran az 6t kiilonb6z0, Petri-
csészékben H. adriaticum gyokérbdl kitenyésztett gombafaj és a H. adriaticum magok H1
zabpelyhes taptalajon megfigyelt egymasra hatasat, valamint a magok allapotanak valtozasat 1
héttel, 2 héttel, 1, 2 és 3 honappal a gombak taptalajra oltdsa utan az 51-55. dbrak szemléltetik.

Az 51.a-e abrakon jol latszik, hogy 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.

Az 52.a-e abran lathato, hogy 2 hét alatt mind az 6t gombafaj atért a taptalaj kozépvonalan és
elérték a H. adriaticum magokat. A magok és a gombak kozott interakcié ennyi id6 utan még nem
volt megfigyelhetd.

Az 53.a-e¢ abran mar lathato, hogy 1 honappal a H adriaticum magok mellé oltasa utan a
gombafajok teljesen atszotték a taptalaj felszinét, de a magokon valtozas még tovabbra sem volt

megfigyelhetd.

51.a-e abra A kitenyésztett gombafajok 1 héttel a H. adriaticum magokat tartalmazo HI zabpelyhes taptalajon.
A vonal és nyil iranya a H. adriaticum magok elhelyezkedését mutatja a taptalajon.

72



10.14751/SZIE.2020.064

53.a-e dbra A gombafajok allapota 1 honappal a H. adriaticum magokat tartalmazo HI zabpelyhes taptalajon.

Interakcio még nincs.
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2 honappal a gombak magok mell¢ oltasa utan a gombak tovabb ndvekedtek (54.a-e abra). A
gombafajok a magokkal tovabbra sem kertiltek interakcidba.

3 honappal a gombak taptalajra oltasa utani allapotok az 55. dbran lathatok. Az egyes fajok
tovabbra sem Iéptek interakcioba az orchidea magokkal. A magok allapotai az egyes gombak
mellett, 3,5 honappal a magvetés utan az 56. dbran lathatok. Az ,,E” gombafaj esetében a hifa
teljesen beszotte a taptalajt €s folé ndtt a magoknak, igy azok a mikroszkdpos képen nem lathatok.
Interakcidé ekkor még mindig nem volt észlelhetd.

4 honappal 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.

74



10.14751/SZIE.2020.064

54. abra A gombafajok dllapota 2 honappal a H. adriaticum magokat tartalmazo HI zabpelyhes taptalajon.
Interakcio még nincs.

a

55. dbra A gombafajok allapota 3 honappal a H. adriaticum magokat tartalmazé Hl zabpelyhes taptalajon.
Interakcio még nincs.
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56. dbra H. adriaticum magok dallapota 2,5 honappal a
A nyilak a magokra mutatnak.
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4.5. Azinvitro nevelt H. adriaticum névények Kiiiltetési kisérleteinek eredményei

A természetes él0helyrdl hozott talajba tiltetett 4 éves, nagy ikergumokkal rendelkezd egyedek
levelei szeptember elejére megbarnultak (57. abra), majd novemberre eltiintek. A dolgozat
elkésziiltekor a novények még teleltek. Remélhet6leg 2020 tavaszara fogjuk meglatni, hogy lesz-
e ) hajtas az ikergumon. A H. adriaticum faj életciklusat figyelembe véve viragozni biztosan nem
fognak, a kérdés és az értékes eredmény az lesz, hogy a telet atvészelik-e, és ha igen, tavasszal

hany leveles hajtas lesz rajtuk megfigyelheto.

) 2 » :
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57. abra A természetes éléhelyrdl hozott talajba kitiltett H. adriaticum egyedek 1,5 honappal a kiiiltetés utan

Az in vitro nevelt, altalunk 6sszeallitott iiltetékdzegben H. adriaticum novények a kisérleti
1d6 soran koriilbeliil 1 honapig voltak tarthatok, majd egymas utan barnultak meg, és szaradtak el.
A Greenman Floraria termékkel 6nt6zott 3 ndvény 6 hétig (58.a-d abra), mig a folyékony MFA
taptalajjal ont6zott cserepekben 10 hétig birtak a kiiiltetett H. adriaticum egyedek (59.a-e abra).
Tény, hogy ehhez a kisérlethez 1,5 éves egyedeket hasznaltam fel, lehetséges, hogy nem voltak
még elég erdsek a kiiiltetés okozta stressz legy6zéséhez, de tigy gondolom, hogy az ilyesfajta,
egyénileg Osszedllitott iiltetokdzegbe iiltetéshez sokkal specidlisabb koriilmények kellenének
(neveldlampa, megfeleld vilagitas, hdmérséklet és levegd paratartalom biztositdsa), amilyeneket

az Egyetemen sajnos nem tudtam biztositani nekik.
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kitltetés utan 6 héttel

58.a-d dbra: A kiiiltetett, majd Greenman Floraria szerrel ontozott kisérleti egyedek dllapota kiiiltetés utan
2, 3, 4 illetve 6 héttel
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kitltetés utan 10 héttel

59.a-e dbra A kiiiltetett, majd folyekony MFA taptalajjal 6ntozott kisérleti egyedek allapota kiiiltetés utan 2,
4,6, 8, illetve 10 hettel
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4.6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

l. A Himantoglossum adriaticum magjai szamara a modositott Fast taptalaj pH optimuma
6,5-7,5 k6zott van. Ezeken a pH-kon csiraznak a leghamarabb (6 honap), és legmagasabb aranyban
a magok (3,2-4%). Ez a kémhatas kdzel megegyezd az €l6helyén mért talaj kémhatasaval. A
magvetés utani 20. hénapban 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 csirdzasi arany. A taptalaj kémhatasa
jelentdsen befolyasolja a H. adriaticum magjainak csirazasi sebességét és a kialakulo protokormok
szamat.

Il. A Himantoglossum adriaticum magjai szamara az optimalizalt pH-ju moddositott Fast
taptalaj optimalis KCI koncentracioja 280 mg/1200 ml. A taptalaj KCI koncentracidja szintén
befolyasolja a H. adriaticum magjainak csirazasi sebességét és a kialakuld protokormok szamat.
I1l. A Himantoglossum adriaticum magjai szamara az optimalizalt pH-ji modositott Fast
a taptalajban egyre erételjesebben 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 AgNO3z és 25 ml
kokuszviz egyiittes taptalajhoz adasa tovabb fokozza a csirandvények novekedését és fejlodését,
beldliik kifejezetten erds, életképes, sotétzold levelli novények fejlédnek.

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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5. 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 jovében pedig minél tobb hazai faj taptalaj pH optimumanak
meghatdrozasa a célunk.
emelni sziikséges 280 mg/1200 ml-re. A masodik legjobb csirazasi 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) tartalmazo taptalajon viszont hiaba a kezdeti
protokormok gyors kialakulasa, a kisérlet végére ezekben a lombikokban a masodik legrosszabb
csirdzasi eredményt kaptuk mennyiségi tekintetben.
forditottan aranyos. Azaz minél kevesebb a tptalajban az ammoénium-nitrat mennyisége, annal
jobb csirazasi, protokormképzési eredmények érheték el a H. adriaticum faj esetében. Ez
egybevag a szakirodalmi attekintés 2.6.3. alfejezetében bemutatott, VAN WAES (1984), VAN
WAES ¢és DEBERGH (1986b) illetve EIBERG (1970) 4ltal tapasztalt eredményekkel.

A protokormokra és a csirandvényekre a kokuszviznek nagyon latvanyos novekedésserkentd
hatasat tapasztaltuk. A kisérleteink alapjan az optimalis kokuszviz mennyiség 30- és 40 ml 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-gatlo hatdsanak kdszonhetd.

A H. adriaticum esetében a kokuszviz és az eziist-nitrat egyiittes hatasanak sikerét latva agy
gondolom, hogy érdemes lenne ezt tobb mérsékelt €govi 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 sordn 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 alatdmasztani vagy
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megcafolni ennek sziikségességét. A jovében pedig érdemes a taptalaj tobbi komponensének
mennyiségét is vizsgalni mind a H. adriaticum, mind pedig tobb, hazai vadon ¢é16 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, &jjel 24°C-0s minimum homérsékletii, természetes fényli szobaban tartas szintén nem
felel meg, mivel ez a nappali hdmérséklet til magas szamukra. Az északi tajolasu, nyaron nappal
26°C-o0s maximumd, éjjel 22°C-os minimumu hémérsékletli, természetes fényii szobaban tartas is
csak mérsékelten megfeleld, mivel az eltelt honapok soran az egyedek allapota fokozatosan
romlott (egyre tobb barnult meg). Igen nehéz talalni egy olyan helyet, ahol megfelel6 a
hémérséklet- és fényellatottsag, valamint van akkora hely, ahol nagy mennyiségii in vitro nevelt
novényt hosszitavon lehet tartani, és ehhez illetéktelen nem fér hozzé. Ezért még mindig az ELTE
Fiivészkerttel egyiittmiikodve végezziikk a kisérleteinket, ahol nagy odafigyeléssel tartjadk a
lombikjainkat. Ezt a problémat viszont jo lenne orvosolni, és az Egyetem teriiletén kellene talalni
vagy kialakitani egy hosszitadvon hasznalhato, kisméreti, kisérleteink alapjan megallapitott
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
forduld orchidedk) magasabb abundanciaval 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 kiilonb6z6é 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 csirazasat szimbiotikus uton 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 gyokérbol, 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 értékelhetdk legyenek. Tovabba, minél tobb hazankban
eléforduld orchideafa) esetében szeretnénk hasonlo kisérleteket elvégezni, megallapitani a pH
optimumukat, meghatarozni a laboratériumi koriilmények kozotti csirazasi sikereiket. Elsdként a
Himantoglossum genus masik hazai fajaval, a Himantoglossum jankae-val tervezziik ezeket a
kisérleteket elvégezni, hiszen akkor a Magyarorszagon el6fordulo 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 érdekl6dd 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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6. OSSZEFOGLALAS

Magyarorszag teriiletérol 67 orchideafajt irtak mar le, melyek koziil néhany eléfordulasarol
tobb, mint 10-50 éve nincs adat, ez alapjan ezek a fajok Magyarorszag teriiletérdl eltiintnek, illetve
kipusztultnak tekinthet6k. A klimavéltozas hatdsara, valamint az ember kornyezetformald
tevékenysége miatt vildgszerte, igy hazankban is rohamosan csokken a veszélyeztetett fajok
populdcidinak nagysaga, igy minél hamarabb sziikség van a védelmiik Iehetdségeinek
kidolgozasara és megvaldsitasara.

A dolgozatom cél faja, a Himantoglossum adriaticum, egy fokozottan védett, Natura2000
jelolo, adriato-mediterran, mérsékelt égdvi orchideafaj. Magyarorszdgon minddssze 5 teriileten: a
Keszthelyi-hegységben, a Stimeg-Tapolcai-haton, a Bakonyban, a Kdszegi-hegységben és a
Soproni-hegységben ismertek kisebb-nagyobb, viszonylag stabil allomanyai. Korabbi kutatasaim
soran sikeriilt a fajt a modositott Fast taptalaj alap pH-jan (pH 5,5) csirdztatni (1,3% csirazasi
arany), valamint in situ csirazott protokormokbol a bazidiumos gombak koziil a Tulasnellaceae és
a Telephoraceae csaladot, mint lehetséges szimbionta gombapartnert sikeriilt molekularis
genetikai vizsgalatokkal azonositani.

Doktori disszertaciom célja a H. adriaticum in vitro aszimbiotikus csiraztatasi lehetéségének
és csirazasi sikerének meghatarozasa a pH gradiens mentén, a H. adriaticum szamara a taptalaj
optimalis kalium-klorid és ammoénium-nitrat mennyiségének meghatarozasa, illetve a taptalajhoz
adott kokuszviz és eziist-nitrat hatdsainak vizsgélata a csirandvények és magok fejlodésére,
tovabba a H. adriaticum gombapartnereinek izolalasa és kitenyésztése gyokérbol, majd a faj
magjainak szimbiotikus csiraztatasi lehetdségeinek megkisérlése, és az in vitro nevelt H.
adriaticum névények életképességének megfigyelése az altalunk kevert, illetve a faj éléhelyérol
hozott talajba kiiiltetve.

Kisérleteink soran bebizonyosodott, hogy a Himantoglossum adriaticum magjainak csirazasa
szdmara a modositott Fast taptalaj pH 6,5 ¢s pH 7,5 kozott a legjobb, ezen csirdznak a
leghamarabb, és legmagasabb ardnyban a magok (6 honap, 4%).

Megallapitottuk, hogy a H. adriaticum magjainak szamara a modositott Fast taptalaj optimalis
KCl mennyisége 280 mg/1200 ml, mig az optimalis NH4sNOs mennyisége 40 mg/1200 ml
optimalizalt, 7-es pH mellett. Kisérleteink igazoltak, hogy a Himantoglossum adriaticum
protokormjai szamara az optimalis taptalajhoz adott 4 mg/1200 ml eziist-nitrat és 25 ml kokuszviz
egylittesen latvanyosan serkenti a csirandvények novekedését.

Vilagossa valt, hogy az in vitro nevelt novények szamara a tartasi koriilmények megteremtése
a legnehezebb feladat, valamint, hogy elég egy nagyon kicsi elvaltozas is az optimalistol, az egész

in vitro nevelt populacié gyors hanyatlasnak indul.
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Kisérleteink alapjan sem PDA, sem benomilos és bengalrozsas malata agaron nem sikeriilt
bazidiumos gombat kitenyészteni, igy ilyen szempontbdl az altalunk alkalmazott kitenyésztésmod
lathatban nem megfeleld. A molekularis genetikai vizsgalatok taxondmiailag nagyon
megbizhatatlan eredményeket hoztak, mivel tobb olyan faj is megjelent a DNS szekcvencia
egyezésekben, amelyek biztos, hogy nem lehettek jelen a teriileten és olyanok is, amelyek a
szakirodalom szerint elvileg eléfordulhatnak a H. adriaticum gydkereiben. Ilyen az a harom
bazidiumos gombafaj — a Rhizoctonia solani, a Tulasnella sp. és a Cryptococcus neoformans is,
amelyeket a szekvenalas jelzett. Osszevetve a korabbi, protokormboél tortént izolalasi
eredményeinkkel, kijelenthetd, hogy a Tulasnella nemzetség faja az altalunk vizsgaltatott
mintabeli alacsony abundanciaja ellenére jelen lehetett a Himantoglossum adriaticum gyokerében.
akar szimbionta partnerként is. A szintén nagyon alacsony abundanciaval megjelend Rhizoctonia
solani illetve a Cryptococcus neoformans pedig a szakirodalom alapjan szintén valoszin{isithetd,
hogy jelen lehetett és akar szintén szimbionta gydkérkapcsoltsagban allhat az altalunk vizsgalt
novényegyeddel.

Az in vitro szimbiotikus csiraztatas annak okan, hogy nem sikeriilt agaron bazidiumos gombat
felszaporitani, sikertelennek bizonyult. A felszaporitott aszkuszos gombdak egyike sem inditotta be
a zabagaron a H. adriaticum magok csirazasat. Ez arra utal, hogy valdszintileg ezek a fajok vagy
nem mikorrhizalnak a H. adriaticummal, de az is lehet, hogy az altalunk alkalmazott taptalajon
nem tudott kialakulni ez a szimbiotikus kapcsolat.

Az egyénileg Osszeallitott iiltetokozegbe kiiiltetett, in vitro nevelt H. adriaticum névények a
Greenman Floraria koncentralt multimikrobialis készitménnyel ontézve 6 hétig, a folyékony
modositott Fast taptalajjal ontézve pedig 10 hétig maradtak életben. A természetes €ldhelyrdl
hozott talajba iiltetett egyedek jovojérdl remélhetdleg 2020 tavaszatdl tudunk majd informaciokkal
szolgalni.

Jelenleg tovabbi kisérleteink is folynak, a jovoben pedig szeretnénk minél tobb hazai
orchideafajt bevonni a kutatdsainkba, és végiil egy atfogd tanulmanyt irni Magyarorszag
orchideainak in vitro szaporitasi lehetéségeir6l. Emellett tovabbi kisérleteket szeretnénk folytatni

a H. adriaticum kitiltetésével kapcsolatban.
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7. SUMMARY

Until now, 67 orchid species have been described in Hungary, although some of them have
not been found since more than 10-50 years. Thus, these species can be considered as forbidden
or extinct in Hungary. Due to the effects of climate change and human activities in the
environment, the populations of endangered species are rapidly decreasing worldwide, therefore
it is necessary to develop and elaborate the possibilities of their protection as soon as possible.

The target species of my dissertation, Himantoglossum adriaticum, is a highly protected,
Natura2000, Adriatic-Mediterranean, temperate, terrestrial orchid species. In Hungary, there are
smaller or larger, relatively stable populations known in only five areas namely in the Keszthelyi-
Mountains, the Stimeg-Tapolcai Banks, the Bakony-Mountains, the K&szegi-Mountains and in the
Sopron-Mountains. In my previous research, the seeds of this species germinated at the basic pH
(pH 5,5) of modified Fast medium (1,3% germination rate), and from in situ germinated
protocorms, the Tulasnellaceae and the Telephoraceae families were isolated as possible
symbiotic fungal partners by molecular genetic testing.

The aims of my doctoral dissertation were to determine the possibility of an in vitro asymbiotic
germination and the germination success of Himantoglossum adriaticum along the pH gradient, to
determine the optimal potassium-chloride and ammonium-nitrate content of the modified Fast
medium for H. adriaticum seeds, and to determine the effects of coconut water and silver nitrate
on the growth of H. adriaticum seedlings and seeds. Furthermore, my aim was to isolate and
cultivate the fungal partners of H. adriaticum from a root sample, and to try the symbiotic
germination of H. adriaticum seeds with these cultivated fungi. Lastly to monitor the viability of
H. adriaticum seedlings and plants grown in the flasks, and the viability of the plants after planting
them out either into an individually prepared mixture of planting medium or into the soil of the
natural habitat of the species.

Our experiments have shown that the optimum pH of modified Fast medium for germination
of Himantoglossum adriaticum seeds is between 6,5 and 7,5. The germination of seeds are the
fastest and highest between these two pHs (6 months, 4%).

Our results showed that the optimal KCI amount of modified Fast medium for
Himantoglossum adriaticum seeds was 280 mg/1200 ml and the optimal NH4sNO3z amount was 40
mg/1200 ml on pH 7. Our experiments proved that 4 mg/1200 ml silver nitrate and 25 mi/1200 ml
of coconut water added together to the optimal modified Fast medium of Himantoglossum
adriaticum, stimulated the growth of the seedlings spectacularly. It became clear that maintaining
the best conditions for the plants in the flasks is one of the most difficult task, and we proved, that
even a very small change from the optimum conditions can be enough for the entire flask-grown

population to begin to decline rapidly.
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According to our experiments, we could not cultivate basidiomycetes neither on PDA nor on
malt agar with benomil and malt agar with bengal rose, so from this point of view this cultivation
method does not seem appropriate.

Molecular genetic testing have given taxonomically very unreliable results, as several species
DNA sequencing matches have appeared that definitely can not be present in the area, and those
as well, which, according to the literature, may be found in H. adriaticum roots. Such as the three
basidiomycete species, Tulasnella sp., Rhizoctonia solani and Cryptococcus neoformans, which
have appeared as a result of sequencing. Compared to our previous isolation results from the
protocorms, it can be stated that the Tulasnella genus was present in the root of the
Himantoglossum adriaticum too, and despite the low abundance of the sample we may consider it
as a symbiotic partner. Rhizoctonia solani and Cryptococcus neoformans, also appeared with very
low abundance, but they are also likely to be present according to literature, and they can possibly
be in a symbiotic association with H. adriaticum.

In vitro symbiotic germination, due to failure of cultivating basidiomycetes on the agar we
used; was unsuccessful. None of the cultivated ascomycetes induced germination of H. adriaticum
seeds on H1 oat medium symbiotically. This indicates that these species probably do not have
mycorrhizal relationship with H. adriaticum, but it is also a possiblility, that this symbiotic
relationship could not be established with the medium we used.

H. adriaticum plants grown in flasks and planted individually in the prepared planting medium
survived for 6 weeks with Greenman Floraria concentrated multimicrobial preparation and 10
weeks when they were watered with Fast liquid medium. Hopefully we will be able to provide
information about the viability of the species planted in the soil of their natural habitat in spring
2020.

We are currently conducting further experiments as well. In the future we would like to
include more orchid species found in Hungary in our research and finally write a comprehensive
study on the in vitro propagation possibilities of Hungarian orchids. In addition, we would like to
conduct further experiments on the transplantation of H. adriaticum.
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Tovabbi mellékletek
2.sz. melléklet: NucleoSpin Microbial DNA Isolation Kit protokoll
(Macherey-Nagel; 740235.50)

1. 100 mg gyokérszdovetet steril koriilmények kozott feldaraboltunk

2. A szbvetdarabokat egy G-tipust feltaré csébe helyeztiik (Macherey-Nagel; NucleoSpin Bead
Tubes Type G).

3. Adjunk hozz4 40 ul MG puftert.

4. Adjunk hozza 10 pl folyékony Proteinaz K-t (2-8°C).

5. Helyezziik a csdtartd adaptert a Vortex Genie 2 késziilékre és helyezziik be a lizis csoveket.

6. Feltaras 2600 rpm-en (50Hz) 20 perc

7. Fugéljuk 11.000g 30 mésodpercig

8. Adjunk hozza 600 ul MG puffert, vortexeljiik alaposan, majd fugéaljuk 11.000g-n 30

masodpercig

9. Mérjiik at a feliiliszot (500-600 pl) a mellékelt oszlopokra, majd fugaljuk 11.000g-n 30
masodpercig.

10. Ontsiik el a sziirletet.

11. Mérjiink az oszlopra 500 ul BW puffert majd fugaljuk 11.000g-n 30 méasodpercig.

12. Ontsiik el a sziirletet.

13. Mérjiink az oszlopra 500 ul BS puffert majd fugaljuk 11.000g-n 30 masodpercig.

14. Ontsiik el a sziirletet.

15. Szaritsuk az oszlopot 2 perc fugalassal 11.000g-n.

16. Az oszlopokat tegyiik at uj, feliratozott 1,5 mL-es Eppendorf csovekbe, majd mérjiink az
oszlopra 100 pul BE puffert.

17. Inkubéljuk szobahdn 2 percig.

18. Eluéljuk a DNS-t 2 perc fugalassal 11.000g-n.

19. Tavolitsuk el az oszlopokat és zarjuk le a csoveket.

20. Tarolas 2-8°C vagy -20°C-on.
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3. sz. melléklet: A H. adriaticum magok mellé helyezett gombamintak. Bal fentrél jobb
lefelé: A, B, C, D, E gombamintak
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4.sz. melléklet: t-eloszlas tablazat

——

P(R<r)
v=n-2 0.95 0.975 0.99 0.995
degrees of

freedom Fo.0s(V) Fo.025(v) ro.01(v) Fo.00s(V)
1 0.9877 0.9969 0.9995 0.9999

2 0.9000 0.9500 0.9800 0.9900

3 0.8053 0.8783 0.9343 0.9587

4 0.7292 0.8113 0.8822 09172

5 0.6694 0.7544 0.8329 0.8745

6 0.6215 0.7067 0.7887 0.8343

7 0.5822 0.6664 0.7497 0.7977

8 0.5493 0.6319 0.7154 0.7646

9 0.5214 0.6020 0.6850 0.7348
10 0.4972 0.5759 0.6581 0.7079
1 0.4761 0.5529 0.6338 0.6835
2. 0.4575 0.5323 0.6120 0.6613

13 0.4408 0.5139 0.5922 0.6411
14 0.4258 0.4973 0.5742 0.6226
15 04123 0.4821 0.5577 0.6054
16 0.4000 0.4683 0.5425 0.5897
i 0.3887 0.4555 0.6285 0.5750
18 0.3783 0.4437 0.5154 05614
19 0.3687 0.4328 0.5033 0.5487
20 0.3597 0.4226 0.4920 0.5367
25 0.3232 0.3808 0.4450 0.4869
30 0.2959 0.3494 0.4092 0.4487
35 0.2746 0.3246 0.3809 0.4182

40 0.2572 0.3044 0.3578 0.3931

45 0.2428 0.2875 0.3383 0.3721

50 0.2306 0.2732 0.3218 0.3541
60 0.2108 0.2500 0.2948 0.3248
70 0.1954 0.2318 0.2736 0.3017
80 0.1829 0.2172- 0.2565 0.2829
90 0.1725 0.2049 0.2422 0.2673
100 0.1638 0.1946 0.2300 0.2540
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