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Osszefoglalds: Munkink sordn az Orchis militariy szimbionta gombdinak azonositdsa mellett a vizsgilt él6-
helyek szumbionta gomba kbzisségeinck dsszetélelét is tanulminyoziuk, A szimbiontikat mikorrhizdlt gyd-
kérszakaszhal &5 in situe csirdztatott protokormokbdl a sejtmagi ITS-régid szekvencidja alapjin azonositva azt
tapaszialiuk, hogy az Orchis militaris o szimbionta gombdk négy csoportjaval is mikorrhizdlodik (Epwlorhiza
I és 1L, Ceratobasidivm és Sebacina), igy feltélelezziik, hogy a sokféle szimbionta gombdval valé kompatibi-
litds az egyik dontd tényerd a vizsgdll orchideafaj széles elterjediségében.

A vizsgdlt éléhelyek szimbionta gomba kozisségeinek elemzése alapjin kezd kirvonalazddni, hogy a ldp-
réteken a legnagyobb a szimbionta gombik diverzitdsa. Stresszhatdsra (példdul bolygatis, szdrazsig) a szim-
bionta kizisségek egyre szegényebbé valnak; o vizsgdlt szdraz illetve misodlagos éldhelyekriil szinte kizdrd-
lag Epulorhiza I1, szimbionta gombdkat tudtunk kimutatni, melyek kozill 6bb tipus eldszir kerilt eld orchi-
dedkndl.

Az Orchiy mnilitaris csivandvényeinek és kifejlett egyedeinek szimbiontiit fisszehasonlitva azt tapasztal-
mk, hogy a vizsgdlt 13 egyvedfejlfdésének kezdeti szakaszdban csak Epidlorhiza 11 szimbionta gombaikkal
mikorrhizdlodik, mig kifejlett egyedek esetében a lehetséges szimbiontak sora haviil.

Bevezetes

Az Orchis militaris (vitezkosbor) az Orchidaceae csalad (kosborfélék) egyik hazai kép-
viseldje; eurdzsiai-euroszibériai elterjedésii faj, mely hazinkban is gyakori. Igen vilto-
zatos azon élGhelyek sora, ahol megtelepedhet (MOLNAR V. 1999): a sokféle elsodleges
tdrsulds mellett bolygatott helyeken, igy felhagyott banyikban, szél6kben, kubikgodrisk-
ben, uthevagidsokban, és vasiti toltések oldaliban is megjelenhet, akdr tGbbezres egyed-
szammal (Barma 2000).

Az Orchis militaris-nak a tobbi orchidedhoz hasonléan igen apré (0,3-14 pg) magjai
vannak (BRATEK et al. 2001), melyek szinte egydltaldn nem tartalmaznak raktirozott tip-
anyagol, ezért mikorrhiza kapcsolat nélkiil nem tud kifejlodni a magbdl a csiranivény.
Feltételezik, hogy a szimbionta gombdk az orchidedk életciklusa sordn folyamatosan
cserélddnek; a killonbozd kori orchideaegyedek szdmdra mds és méds gombdk lehetnek
az idedlis szimbionta partnerek (RasMUssen 2002).

Az orchidea szimbiontdk t6bbsége morfoldgial alapon a Rhizocronia forma-genusba
tartozik. Léteznek anamorf (ivartalan) és teleomorf (ivaros) alakjaik is, melyek tobbsé-
gét sikeriilt egymasnak megfeleltetni; a legfontosabb anamorf-teleomorf nemzetség-
pirok a kovetkezok (BRATEK et al. 2001): Ceratorhiza - Ceratobasidium, Moniliopsis -
Thanatephorus, Epulorhiza - Tulasnella és Sebacina. Az Epulorhiza nemzetségen beliil
a Sehacina-k mellett két alcsoportot lehet elkiiloniteni tropusi orchidedkbél szirmazé
izoldtumok alapjan (Ma et al. 2003), melyeket Epulorhiza 1. és Epulorhiza II. csoport-
ként emlitenek; az Epulorhiza 1. csoport ivaros megfelelGi a Tulasnella-k, mig az
Epulorhiza IL. csoport teleomorf megfeleldit még nem sikeriilt azonositan,
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Az orchid szimbidzis specifikussagira vonatkozdan ellentmondésos eredményeket
taldltunk (WarcUr 1971, MASUHARA et al. 1993, PErkINS et al. 1995). Terepi vizsgala-
tok alapjdn valdszintnek tiinik, hogy a fotoszintetikus képességiiket vesztett, obligat mo-
don mikorrhizalodd orchidedk specifikus kapcesolatban dllnak szimbionta gombdikkal
(TAYLOR és BRUNS 1999), de fotoszintetizdld orchidedk esetében is sziilettek igen sziik
mikorrhiza diverzitdsrél tamiskodé eredmények (McCorMICK et al. 2004). A kapcsolat
specifikussdaga valosziniileg az egyedfejl6dés folyaman 1s valtozik: a fejlédés korai, obli-
gdt szakaszdban feltehetden specifikusabb kapcsolat 4ll fenn a partnerek kozott, mint
késdbb, amikor mar fakultativva vilik a kapcsolat.

Kisérleteink sordn az Orchis militaris szimbionta gombdinak vizsgalatdt végeztiik cl
tibb élchelyen, kifejlett egyedek gydkerét és a faj csirandvényeit (protokorm) feldol-
gozva. Vizsgdlataink célja az volt, hogy megnézziik, van-e kapcsolat a vizsgalt orchidea
széles elterjedtsége és szimbionta gombainak diverzitisa kozott, Kutatasaink soran né-
hiny egyéb orchideafajt is vizsgdlva (Dactylorhiza incarnata, Epipactis palustris) arra
is prébdlunk fényt deriteni, hogy a vilézkosbor kiilonbézé tipusi vizsgalt élGhelyein
van-¢ kiildnbség a szimbionta gomba kizdsségek Gsszetételében. Emellett a kiillonbozd
vizsgdlati modszerek lehetové tették, hogy az Orchis militaris szimbiontait kiilonbozo
fejlettségi stadiumokban (csirantvény és kifejlett egyed) osszehasonlitsuk, és megvizs-
gdljuk, hogy a vitézkosbor mikorrhizécioja valtozik-e az egyedfejlGdése folyaman.

Anyag és modszer

Vizsgalt élohelyek
Kutatdsaink sordn természetkozeli és masodlagos, valamint iide és szdraz élGhelyeket
valasztottunk vizsgdlati teriiletként,

Természetkizeli él6helyként harom teriiletet vizsgdltunk: az ocsai ldprét-sztyepprét
komplexum és a Kunpeszér melletti ,,Peszéradacsi rétek” orchidedkban igen gazdag, iide
él6helyek. Harmadik természetkozeli él6helyként az Erd hatdrdban elhelyezkedd
Kakukk-hegyet valasztottuk, mely egy xero-mezofil gyep. Masodlagos €lGhelyként fel-
hagyott banyikat, illetve szdl0ket vilasztottunk. Ezek koziil a tokodaltaror Gete-alji
homokbédnyiban iide és szdraz teriiletek is talalhatok. A banyaba sok orchideafa) telepiilt
be a felhagyas 6ta (BARINA 2000). A Pusztavimhoz kozeli egykon szénbanyat (Cica-ho-
mok, Oroszlany), mely szdraz élGhely, csak késGbb hagytik fel, igy itt kevesebb orchi-
deafaj él. Felhagyott szdloként a mogyordsbdnyai Oreg-hegyet és a Sarisdp melletti
(kozigazgatdsilag Tokodhoz tartozd) Puszta-sz6l6t vizsgdltuk, melyek szintén szdraz
éldhelyek.

Szimbionta gombak izolalasa

A szimbionta gombdk izoldldsit kifejlett orchideaegyedekbdl gydkérszegmens techni-
kdval végeztiik. A foldlabdaval egyiitt begyijtéit bimbds vagy virdgzo orchideaegyedek
oyikérzetének egy részét (vagy kis novények eselén az egész gyokérzetet) a ratapadt
fold lemosdsa utdn 1 cm hosszd darabokra vagtuk, majd 0,1% AgNO;-oldatban 1-3
percig feliiletileg sterilizaltuk Sket. Ezutdn a gytkérszegmenseket hosszdban kettévigtuk,
és a gombék felszaporitdséra alkalmas burgonyakeményitfs taptalajra (PDA) helyeztiik.
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A taptalajon Kinévd gombikat izoldltuk, és tiszia tenyészetet hoztunk létre beldliik.

Az izolilds nehézségei miatt (VERTENYI és BRATEK 1996) abszolit etanolba is eltet-
tiink gydkérmintdkat a szimbionta gombdk molekuldris azonositdsdhoz.

Az in situ csirdztatisos modszerrel csirandvények szimbiontait vizsgiltuk; ennek
sordn kb. 6001000 Orchis militaris magot szértunk 4x8 cm-es malomipari szitaszivel
darabokra, majd a szitaszovetet egy diakeretbe rogzitve a talajba dstuk. Egy vegeticids
periddus elteltével a diakeretcket kidstuk; a szitaszovet 80 um-es lyukdtmérGje nem
engedi, hogy az orchideamagvak kiessenek belle, viszont a szimbionta gombdk hifai be
tudnak hatolni a magvakhoz, és indukalhatjdk csirdzasukat. Csirdzast csak abban az eset-
ben tapasztalhatunk. ha egy megfeleld gomba szimbiézisra lépett az orchidecamagvakkal.

12-12 diakeretet helyeztiink ki hdarom éléhelyen. Kunpeszéren 2006. dprilis 4-t8l
szeptember 27-ig, Tokodaltaron 2006. aprilis 15-t6] oktéber 20-ig, Mogyordsbdnydn
pedig 2006. dprilis 15-16] november 6-ig voltak a talajban az orchidea magok.

Szimbionta gombak azonositisa molekularis biologiai modszerrel

A szimbionta gombdk azonositdsdt a nukledris DNS ITS-régiéjdnak szekvencidja alap-
jan végeztiik (GARDES et al. 1991). Az ITS1 és ITS2 régidk (internal transcribed spacer)
a riboszomadk 18S, 5,85 és 25/28S alegységeit kodold gének kidzé ékelddnek be. Nem
kddold régick, viszonylag nagy variabilitsuk faj- illetve nemzetségszintii azonositist
tesz lehetdve.

A folyamat elsd 1épéseként DNS-t vontunk ki izoldlt, burgonyakeményitds tdpoldat-
ban felszaporitott gombatdrzsbél, vagy kozvetleniil az Orchis militaris szimbionta gom-
ba iltal kolonizilt részébdl (gyokér vagy protokorm). A mintdk kis mennyisége miatt
bizonyos esetekben a DNS feltdrdsil gydngymalmos modszerrel végerztiik az anyagvesz-
teség elkeriilése végett. Ennek sordn egy specidlis Eppendorf-csébe egy liveggydngydt
és kevés kvarchomokot tettiink a mintdk mellé, majd kétszer 1,5 percig razattuk 30/sec
frekvencidval. Ezutdn 600-750 pl CTAB-lizispuffert éntittiink rd (2% CTAB, 100 mM
Trisz-HCI1, 4 M NaCl, 20 mM EDTA), majd a tovdbbiakban KAREN et al. (1997) proto-
kolljdt kivertitk.

Az azonositds kivetkezl lépése az nrlTS-régid felszaporitdsa volt polimerdz linc-
reakcidval (PCR) (KAREN et al. 1997). A felszaporitishoz 1zoldlt gombatrzsek esetében
ITS1 és ITS4 primereket haszndltunk (WHITE et al. 1990), mig a gyokér- és protokorm-
DNS kivonatok esetében a fentiek mellett a gombaspecifikus ITS1F és Basidiomycota-
specifikus ITS4B primereket is haszndltuk (GARDES és BRUNS 1993). A sikeres PCR
termékeket tisztitdsi lépés utdn szekvendltuk, a szekvendld reakcidhoz ITS1 és ITS4
prnimereket haszndltunk.

Szekvenciik elemzése

A szekvencidk kromatogramjait ellendriztiik és javitottuk a Chromas program felhasz-
naldasival, majd az NCBI adatbazis Blast programjaval megkerestitk a hozzdjuk legko-
zelebb dllo szekvencidkat. A szimbionta gombdkbdl kapott szekvencidink mellé az
EMBL adatbdzisabdl csoport-azonositoként vilasztottunk néhdny gombafajt, illetve a
kozeli, nem faji rangon szereplé orchidea szimbionta szekvencidkbdl is kividlasztottunk
néhianyat. A kapott szekvencidkat az EMBL adatbizisba a kovetkezd hivatkozdsi szi-
mokkal helyeztiik le: AM697948, AMT711604-AM711623,
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A sajdt és kividlasztott szekvencidk felhaszndldsdval torzsfat készitettiink; a fa szer-
kesztését 1000 véletlenszer( ismétlést (bootstrap) figyelembe véve, a MEGA 3.1 prog-
ramecsomag , Maximum parsimony” algoritmusdnak felhasznalisdval végeztiik.

Eredmények és megvitatisuk

Osszesen 21 szimbionta gombit sikeriilt kimutatnunk, melyek koziil 16 Orchis militaris-
baél, 4 Epipactis palustris-bol, egy pedig Dactylorhiza incarnata-bol szirmazott. A ki-
mutatott szekvencidk tobbséget kizvetlen molekuliris modszerekkel azonositottuk
(gyokérmintdbdl vagy protokormokbd] vonva ki DNS-t): a gytkerekbdl izoldll 62 gom-
batérzsbol csak a morfologiai alapon szimbiontanak tiindket azonositottuk molekuldris
madszerekkel is, ily médon négy szimbionta gombadt tudtunk azonositani.

A szimbionta gombdinkat, csoportazonositokat és kozeli szekvencidkat tartalmazo
molekuldris torzsfa az 1. dbran lathato.

Az Orchis militaris-bol kimutatott szimbionta gombak

Az Orchis militaris-bol Kimutatott 16 szimbionta gomba szekvencia kozétt az orchidea
szimbiontik négy nagy csoportjinak (Epwlorhiza 1., Epulorhiza 1., Sebacina és Cerato-
basidium) is vannak képviseldi, tehdl az Orchis militaris tdg szimbionla spektrummal
rendelkezik. Feltételezziik, hogy ez a tulajdonsdg fontos tényezd lehet az Orchis mili-
taris széles elterjedtségében.

A kimutatott szimbiontdk t6bb, mint kétharmada az Epulorhiza II. csoportba tar-
tozik; a csoporton beliil hatdrozottan elkiiloniilé 60Mt76 szimui minta hasonlit legjob-
ban az irodalmakban fellelhetd Epulorhiza 1I. szimbionta szekvencidkhoz (Ma et al.
2003, BiparTonNDpo et al. 2004), mig a csoport (6bbi szekvencidjahoz ILLYES et al.
(2006a) biikk-hegységi Orchis purpurea szimbionta szekvencidja dll a legkozelebb. Mids
hasonld publikdlt orchidea szimbionta szekvencit nem taldltunk, tehdt dgy tiinik, hogy
vizsgdlataink sordn az orchidea szimbiontdknak egy olyan csoportjat mutattuk ki, melvet
eddig orchideakbdl nem izoldltak.

Az Epulorhiza I1. gombik mellett mis szimbionta csoportokat, nemzetségeket 1s ki-
mutattunk. Tulasnella (Epulorhiza 1.) szimbiontat csak egy esetben kaptunk, a mogyo-
rasbdanyai felhagyott sz616bdl; ez érdekes adat, ugyanis korabbi adatok alapjin (ILLYES
et al., 2006b) Tulasnella csoportba tartozo gombikat elsdsorban nedves, st vizes (1sz6-
lipi) él6helyekrd] sikeriilt kimutatni. A Ceratobasidinm nemzetség képviselGit csak
Ocsardl tudtuk kimutatni, Sebacina szimbionta gombit pedig Kunpeszérrdl begyijiétt
Orchis miliraris egyedekbdl tudtunk azonositani.
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I dbra, Maximum parsimony” eljdrdssal késziilt konszenzus torzsfa orchideamintdk gytkerérdl és
csirandvényekbl kapott Riizoctonia forma-genushoz tartozd szekvencidk és referencidk bevonasdval,

A thrzsfa elgydkereztetéséhez kiviililld fajként egy bangd (Ophrys scolopax) gyGkerérdl 1zolilt Morchella
{ Ascomycota) fajt haszndltunk (ILLYES et al. 20068). A skidla a nukleotidcserék szamit jeliili. Az
eligazdsokndil feltiintetent szamok 1000 véletlenszer(i ismétléssel generdlt bootstrap timogatotisigi értékek,
A referencia szekvencidk EMBL adatbdzisban taldlhatd hivatkozisi szimai a kivetkezok: Ceratobasidium
albasitensis — AJ427398, Cerarobasidiaceae — AY634128, Epulorhiza sp. — AJ313458, orchidea
seimbiontal — AJ549121, orchidea szimbionta2 — AJ549130, Sebacina vermifera — AF202728,
Sehacinaceae — AY63I 17, Tulasnella calospora — AY3T73298, Tulasnellaceae — AY 634130

Figure [ Maximum parsimony phylogram based on fungal nrlTS sequences onginated from orchid roots
and protocorms, Cutgroup is 4 Morchello sp. strain isolated from Ophrys scolopax root (ILLYES et al.
2006b). Scale bar indicates number of substitutions per site. Bootstrap values (% of 1000 replications) are
indicated by the nodes. Reference ITS sequences used for identification of clades are accessible in EMBL at
the following numbers: Ceratobasidiwn albasitensis = AJ427398, Ceratobasidiaceae = AY634128,
Epulorhiza sp. — AT313458, orchidea szimbiontal — AJ549121, orchidea szimbionta2 — AJ549130, Sebacina
vermifera — AF202728, Sebacinaceas — AY634117, Tulasnella caloxpora = AY3IT3298, Tulusnelloceae —
AY634130
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A vizsgalt élGhelyck szimbionta gomba kozosségeinek dsszetétele

Az iide és szdraz élohelyek szimbionta gombdit Gsszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a
szaraz éldhelyeken egy kivétellel csak Epulorhiza II. szimbionta gombik fordulnak el6,
mig az iide élhelyeken sokkal tobb szimbionta gomba eléfordul (1. tdbldzat): az
Epulorhiza II. szambiontdk mellett tobb Ceratobasidium-ot és Sebacina-t is ki tudtunk
mutatni. A természetkdzeli és masodlagos élGhelyek szimbiontdit Gsszevetve szintén
markéns kiilonbségek figyelhet6k meg a két élGhelytipus kdzitt. Természetkozeli élGhe-
lyeken viszonylag diverz szimbionta kézosséget tudtunk megfigyelni (Epulorhiza II.,
Ceratobasidium és Sebacina szimbiontakat), ezzel szemben masodlagos élGhelyekrdl
dontd tobbségében Epulorhiza I1. szimbiontdkat, és egy-egy Epulorhiza L. és Sebacina
gombadt tudtunk kimutatni,

I, tebldzar. A kiillonbdzd Eldhelytipusokrd] kimutatott szimbionta gomba izoldtumok szima
Table 2. Orchid mycorrhizal fungal isolates detected at different types of habitats

Természetkizeli, lide Mdsodlagos, lide
Kunpeszér Ceratobasidinm (1) Tokodaltdrd Epulorhiza I1. (2)
Kehacina (1) Sebacina (1)
Epulorhiza Il (1)
Ocsa Ceratobasidium (2}
Természetkdzeli, szdraz Mdsodlagos, szdraz
Erd Epulorhizall.  (2) | Mogyordsbénya Epulorhiza 1. (1)
Epulorhiza II. (5)
Pusztavidm Epulorhiza I1. (2)
Sérisap Epulorhiza IL (1)
Tokodaltird Epulorhiza I1. (2)

Eredményeinket Gsszegezve ldthats, hogy mind a természetkozeli és mdsodlagos,
mind az iide és szaraz élohelyek elkiiloniilnek szimbionta gomba kozosségeik Osszeté-
telét tekintve. A legnagyobb szimbionta diverzitdst a természetkizeli, tide éldhelyeken
tapasztaltuk, hiszen a két vizsgdlt 14prétrSl harom szimbionta gomba nemzetség képvi-
seldit is ki tudtuk mutatni (Epulorhiza I1., Ceratobasidium és Sebacina). Ezt a meg-
figyelést, miszerint a laprétcken sokféle szimbionta gomba megtaldlhatd, megerdsitik
ILLYES et al. (2006b) adatai is, ahol t6bb liprétet megvizsgdlva mindeniitt (igy Ocsan is)
nagy szimbionta diverzitist tapasztaltak.

Misodlagos és szdraz €l6helycken egyardnt azt tapasztaltuk, hogy az Epulorhiza II.
csoport szimbionta gombd domindlnak a wizsgdlt élGhelyeken. Az Orchis militaris
mellett Dactylorhiza incarnata-bol és Epipactis palustris-bol is sikeriilt kimutatnunk ezt
a gombacsoportot; feltételezziik, hogy az Epulorhiza I1. csoport olyan élShelyeken jel-
lemz6, melyek valamilyen stresszhatdsnak vannak kitéve (példdul szarazsag, bnlygatas}
Emellett Erden és Kunpeszéren is taldltunk Epulorhiza IL szimbionta gombdkat, ami
arra utal, hogy ez a gombacsoport nem csak bolygatott él6helyeken él, de valészind,
hogy a természetkozeli él6helyeken hittérbe szorul a tobbi gombacsoporttal szemben.

Az emlitett dominancia viszonyokra hatdssal lehetnek a természetvédelmi céld
kezelések is (Ocsdn kaszdlis, Kunpeszéren legeltetés), melyeknek a természetkozeli
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él6helyek kismértékil bolygatdsdn keresztiill akdr a magas orchidea szimbionta diverzitds
kialakitdsdban és fenntartdsdban is szerepiik lehet.

Csiranivények és kifejlett Orchis militaris egyedek szimbiontainak vizsgalata

In situ csirdztatott protokormokbél csak Epulorhiza 11, szimbiontdkat tudtunk kimutatni,
mig kifejlett egyedek esetén az el6bbi szimbionta csoport mellett mds gomba taxonokat,
igy Epulorhiza 1., Ceratobasidium és Sebacina gombdkat is ki tudtunk mutatni. Ot pro-
tokorm vizsgdlata alapjdn gy tinik, hogy az Orchis militaris egyedfejlodésének kez-
deti, obligdt szakaszéiban elsdsorban Epulorhiza T1. szimbionta gombdkkal mikorhizilé-
dik, mig késébb az elfogadhaté szimbiontdk sora bévill. Az irodalm: adatok mellett
(ZETTLER et al. 2005) az is alatimasztja eredményeinket, hogy bér Kunpeszérrl tudtuk
kimutatni a legtobb szimbionta nemzetséget, a csirantvényekbdl ezen az élGhelyen is
csak Epulorhiza II. szimbiontikat kaptunk.
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We have investigated the symbionts of Orchis militaris and the fungal commumities at some of the habitats of
Orchis militaris. Symbiotic fungi were identified from orchid roots and from in situ germinated protocorms by
molecular methods, hased on the sequence of nrlTS region. Four genus-like taxa of orchid mycorrhizal fungi
could be identificd from Orchis militaris: Epulorhiza 1, Epulorhiza II, Ceratobasidium and Sebacina. This
high fungal diversity can be in connection with Orchis militaris ability to live at diverse habitals.

Assaying the fungi at some of the Orchis milizaris habitats, the highest symbiotic fungal diversily was
found at wetlands while dry and/or disturbed habitats showed the poores diversity, only or mainly with
Epulorhiza T symbionts,

Comparing the symbionts of adult Orchis militaris plants and protocorms, we discovered, that the
protocorms were infected only with Epulorhiza IT fungi, while adult plants lived in symbiosis with more genera
of orchid mycorrhizal fungi



