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Osszefoglalas: Munkénk sordn az Orchis militaris szimbionta gombainak azonositdsa mellett a vizsgélt é16-
helyek szimbionta gomba kozosségeinek Osszetételét is tanulmanyoztuk. A szimbiontdkat mikorrhizalt gyo-
kérszakaszbol és in situ csirdztatott protokormokbdl a sejtmagi ITS-régié szekvencidja alapjan azonositva azt
tapasztaltuk, hogy az Orchis militaris a szimbionta gombak négy csoportjaval is mikorrhizalodik (Epulorhiza
1. és I1., Ceratobasidium és Sebacina), igy feltételezziik, hogy a sokféle szimbionta gombdval valé kompatibi-
litds az egyik dontd tényez$ a vizsgdlt orchideafaj széles elterjedtségében.

A vizsgalt él6helyek szimbionta gomba kozosségeinek elemzése alapjan kezd korvonalazddni, hogy a lap-
réteken a legnagyobb a szimbionta gombdk diverzitdsa. Stresszhatdsra (példaul bolygatds, szarazsdg) a szim-
bionta kozosségek egyre szegényebbé valnak; a vizsgdlt szdraz illetve masodlagos él6helyekrdl szinte kizdrd-
lag Epulorhiza 11. szimbionta gombékat tudtunk kimutatni, melyek koziil tobb tipus el6szor kertilt el6 orchi-
dedkrol.

Az Orchis militaris csiranovényeinek €s kifejlett egyedeinek szimbiontdit Gsszehasonlitva azt tapasztal-
tuk, hogy a vizsgilt faj egyedfejlodésének kezdeti szakaszdban csak Epulorhiza 11. szimbionta gombdkkal
mikorrhizalédik, mig kifejlett egyedek esetében a lehetséges szimbiontdk sora boviil.

Bevezetés

Az Orchis militaris (vitézkosbor) az Orchidaceae csaldd (kosborfélék) egyik hazai kép-
viselGje; eurdzsiai-euroszibériai elterjedésii faj, mely hazdnkban is gyakori. Igen vélto-
zatos azon €l6helyek sora, ahol megtelepedhet (MOLNAR V. 1999): a sokféle elsddleges
tarsulds mellett bolygatott helyeken, {gy felhagyott banyakban, sz616kben, kubikgodrok-
ben, dtbevagasokban, és vasiti toltések oldaldban is megjelenhet, akar tobbezres egyed-
szammal (BARINA 2000).

Az Orchis militaris-nak a tobbi orchidedhoz hasonléan igen apro (0,3—14 pg) magjai
vannak (BRATEK et al. 2001), melyek szinte egyaltaldn nem tartalmaznak raktarozott tap-
anyagot, ezért mikorrhiza kapcsolat nélkiil nem tud kifejlédni a magbdl a csirandvény.
Feltételezik, hogy a szimbionta gombdk az orchidedk életciklusa sordn folyamatosan
cserélédnek; a kiilonboz6 kord orchideaecgyedek szdmara mas €s mas gombak lehetnek
az idedlis szimbionta partnerek (RASMUSSEN 2002).

Az orchidea szimbiontdk tobbsége morfoldgiai alapon a Rhizoctonia forma-genusba
tartozik. Léteznek anamorf (ivartalan) és teleomorf (ivaros) alakjaik is, melyek tobbsé-
gét sikeriilt egymdsnak megfeleltetni; a legfontosabb anamorf-teleomorf nemzetség-
parok a kovetkez6k (BRATEK et al. 2001): Ceratorhiza - Ceratobasidium, Moniliopsis -
Thanatephorus, Epulorhiza - Tulasnella és Sebacina. Az Epulorhiza nemzetségen beliil
a Sebacina-k mellett két alcsoportot lehet elkiiloniteni trépusi orchidedkbdl szdrmazd
izolatumok alapjan (Ma et al. 2003), melyeket Epulorhiza 1. és Epulorhiza 11. csoport-
ként emlitenek; az Epulorhiza 1. csoport ivaros megfeleléi a Tulasnella-k, mig az
Epulorhiza 11. csoport teleomorf megfelel6it még nem sikeriilt azonositani.


https://doi.org/10.56617/tl.4406

326 OUANPHANIVANH N. et al.

Az orchid szimbidzis specifikussdgara vonatkozéan ellentmondasos eredményeket
talaltunk (WARCUP 1971, MASUHARA et al. 1993, PERKINS et al. 1995). Terepi vizsgala-
tok alapjan valdszintinek tlinik, hogy a fotoszintetikus képességiiket vesztett, obligat mo-
don mikorrhizalédé orchidedk specifikus kapcsolatban dllnak szimbionta gombaikkal
(TAYLOR és BRUNS 1999), de fotoszintetizalé orchidedk esetében is sziilettek igen sztik
mikorrhiza diverzitasrél tantiskodé eredmények (MCCORMICK et al. 2004). A kapcsolat
specifikussiga val6szintileg az egyedfejlédés folyaman is valtozik: a fejlédés korai, obli-
gat szakaszaban feltehet6en specifikusabb kapcsolat 4ll fenn a partnerek k6zott, mint
kés6bb, amikor mér fakultativva valik a kapcsolat.

Kisérleteink sordn az Orchis militaris szimbionta gombdinak vizsgilatat végeztiik el
tobb éldhelyen, kifejlett egyedek gyokerét és a faj csirandvényeit (protokorm) feldol-
gozva. Vizsgélataink célja az volt, hogy megnézziik, van-e kapcsolat a vizsgélt orchidea
széles elterjedtsége és szimbionta gombdinak diverzitdsa kozott. Kutatdsaink sordn né-
hany egyéb orchideafajt is vizsgalva (Dactylorhiza incarnata, Epipactis palustris) arra
is prébéltunk fényt deriteni, hogy a vitézkosbor kiilonb6z6 tipusi vizsgalt élhelyein
van-e kiilonbség a szimbionta gomba kozosségek Osszetételében. Emellett a kiilonbozd
vizsgélati médszerek lehetdvé tették, hogy az Orchis militaris szimbiontdit kiilonbozd
fejlettségi stadiumokban (csiranovény és kifejlett egyed) 0sszehasonlitsuk, és megvizs-
galjuk, hogy a vitézkosbor mikorrhizicidja véltozik-e az egyedfejlédése folyaman.

Anyag és modszer

Vizsgalt élohelyek
Kutatdsaink sordn természetkozeli és masodlagos, valamint {ide és szaraz él6helyeket
valasztottunk vizsgdlati teriiletként.

Természetkozeli él6helyként harom teriiletet vizsgéaltunk: az Gcsai laprét-sztyepprét
komplexum és a Kunpeszér melletti ,,Peszéradacsi rétek” orchidedkban igen gazdag, tide
él6helyek. Harmadik természetkozeli é16helyként az Erd hatdrdban elhelyezkedd
Kakukk-hegyet valasztottuk, mely egy xero-mezofil gyep. Mésodlagos él6helyként fel-
hagyott banyakat, illetve sz6loket valasztottunk. Ezek koziil a tokodaltaréi Gete-alji
homokbanyaban tide és szaraz teriiletek is taldlhatok. A banyéba sok orchideafaj telepiilt
be a felhagyéas 6ta (BARINA 2000). A Pusztavamhoz kozeli egykori szénbanyat (Cica-ho-
mok, Oroszlany), mely szaraz €l6hely, csak kés6bb hagytdk fel, igy itt kevesebb orchi-
deafaj él. Felhagyott sz6l6ként a mogyorésbanyai Oreg-hegyet és a Sarisdp melletti
(kozigazgatasilag Tokodhoz tartozé) Puszta-sz616t vizsgaltuk, melyek szintén szaraz
él6helyek.

Szimbionta gombak izolalasa

A szimbionta gombdk izolalasat kifejlett orchideaegyedekbdl gyokérszegmens techni-
kaval végeztiik. A foldlabdaval egyiitt begy(jtott bimbos vagy virdgzé orchideaegyedek
gyokérzetének egy részét (vagy kis novények esetén az egész gyokérzetet) a ratapadt
fold lemosasa utdn 1 cm hosszu darabokra vagtuk, majd 0,1% AgNO;-oldatban 1-3
percig feliiletileg sterilizaltuk 6ket. Ezutan a gyokérszegmenseket hosszaban kettévagtuk,
és a gombdk felszaporitdsara alkalmas burgonyakeményitds taptalajra (PDA) helyeztiik.
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A téptalajon kinovd gombakat izoldltuk, és tiszta tenyészetet hoztunk 1étre belSliik.

Az izolédlas nehézségei miatt (VERTENYI és BRATEK 1996) abszolit etanolba is eltet-
tiink gyokérmintdkat a szimbionta gombak molekularis azonositasahoz.

Az in situ csirdztatdsos mdédszerrel csirandvények szimbiontdit vizsgiltuk; ennek
sordn kb. 600—1000 Orchis militaris magot szértunk 4x8 cm-es malomipari szitaszovet
darabokra, majd a szitaszovetet egy diakeretbe rogzitve a talajba dstuk. Egy vegetacids
periédus elteltével a diakereteket kidstuk; a szitaszovet 80 pm-es lyukdtmérSje nem
engedi, hogy az orchideamagvak kiessenek bel6le, viszont a szimbionta gombak hifédi be
tudnak hatolni a magvakhoz, és indukdlhatjak csirdzasukat. Csirdzast csak abban az eset-
ben tapasztalhatunk, ha egy megfelel gomba szimbidzisra 1épett az orchideamagvakkal.

12—-12 diakeretet helyeztiink ki harom él6helyen. Kunpeszéren 2006. aprilis 4-t6l
szeptember 27-ig, Tokodaltdrén 2006. 4prilis 15-t8l oktdber 20-ig, Mogyordsbanyan
pedig 2006. dprilis 15-t6]1 november 6-ig voltak a talajban az orchidea magok.

Szimbionta gombak azonositasa molekularis biolégiai modszerrel

A szimbionta gombdk azonositasat a nuklearis DNS ITS-régidjanak szekvenciaja alap-
jan végeztiik (GARDES et al. 1991). Az ITS1 és ITS2 régiok (internal transcribed spacer)
a riboszomak 18S, 5,8S és 25/28S alegységeit kédolo gének kozé ékeldédnek be. Nem
kédolo régidk, viszonylag nagy variabilitdsuk faj- illetve nemzetségszintli azonositast
tesz lehet6vé.

A folyamat els6 1€péseként DNS-t vontunk ki izolalt, burgonyakeményitds tapoldat-
ban felszaporitott gombatorzsbdl, vagy kozvetleniil az Orchis militaris szimbionta gom-
ba dltal kolonizélt részébdl (gyokér vagy protokorm). A mintdk kis mennyisége miatt
bizonyos esetekben a DNS feltardsat gyongymalmos médszerrel végeztiik az anyagvesz-
teség elkeriilése végett. Ennek sordn egy specidlis Eppendorf-csébe egy iiveggyongyot
és kevés kvarchomokot tettiink a mintdk mellé, majd kétszer 1,5 percig razattuk 30/sec
frekvencidval. Ezutdn 600-750 pl CTAB-lizispuffert ontottiink rd (2% CTAB, 100 mM
Trisz-HCI, 4 M NaCl, 20 mM EDTA), majd a tovdbbiakban KAREN et al. (1997) proto-
kolljat kovettiik.

Az azonositds kovetkezd 1épése az nrITS-régié felszaporitdasa volt polimerdz lanc-
reakcidval (PCR) (KAREN et al. 1997). A felszaporitdshoz izoldlt gombatorzsek esetében
ITS1 és ITS4 primereket hasznéltunk (WHITE et al. 1990), mig a gyokér- és protokorm-
DNS kivonatok esetében a fentiek mellett a gombaspecifikus ITSIF és Basidiomycota-
specifikus ITS4B primereket is haszndltuk (GARDES és BRUNS 1993). A sikeres PCR
termékeket tisztitdsi 1€pés utdn szekvendltuk, a szekvendld reakcidhoz ITS1 és ITS4
primereket hasznéltunk.

Szekvencidk elemzése

A szekvencidk kromatogramjait ellendriztiik és javitottuk a Chromas program felhasz-
ndldsdval, majd az NCBI adatbdzis Blast programjaval megkerestiik a hozzdjuk legko-
zelebb 4ll6 szekvencidkat. A szimbionta gombdkbdl kapott szekvencidink mellé az
EMBL adatbizisabdl csoport-azonositoként vélasztottunk néhdny gombafajt, illetve a
kozeli, nem faji rangon szerepl6 orchidea szimbionta szekvencidkbdl is kivalasztottunk
néhdnyat. A kapott szekvencidkat az EMBL adatbdzisba a kovetkez6 hivatkozasi szi-
mokkal helyeztiik le: AM697948, AM711604-AM711623.
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A sajat és kivalasztott szekvencidk felhaszndldsaval torzsfat készitettiink; a fa szer-
kesztését 1000 véletlenszert ismétlést (bootstrap) figyelembe véve, a MEGA 3.1 prog-
ramcsomag ,,Maximum parsimony” algoritmusanak felhaszndlasdval végeztiik.

Eredmények és megvitatasuk

Osszesen 21 szimbionta gombit sikeriilt kimutatnunk, melyek koziil 16 Orchis militaris-
bél, 4 Epipactis palustris-bol, egy pedig Dactylorhiza incarnata-bdl szarmazott. A ki-
mutatott szekvencidk tobbségét kozvetlen molekuldris moédszerekkel azonositottuk
(gyokérmintabdl vagy protokormokbdl vonva ki DNS-t): a gyokerekbdl izoldlt 62 gom-
batorzsbdl csak a morfoldgiai alapon szimbiontdnak tin6ket azonositottuk molekularis
médszerekkel is, ily médon négy szimbionta gombat tudtunk azonositani.

A szimbionta gombdinkat, csoportazonositokat és kozeli szekvencidkat tartalmazé
molekuldris torzsfa az 1. dbran l4thato.

Az Orchis militaris-bol kimutatott szimbionta gombak

Az Orchis militaris-bol kimutatott 16 szimbionta gomba szekvencia kozott az orchidea
szimbiontdk négy nagy csoportjanak (Epulorhiza 1., Epulorhiza 11., Sebacina és Cerato-
basidium) is vannak képvisel6i, tehat az Orchis militaris tdg szimbionta spektrummal
rendelkezik. Feltételezziik, hogy ez a tulajdonsdg fontos tényezd lehet az Orchis mili-
taris sz€les elterjedtségében.

A kimutatott szimbiontdk tobb, mint kétharmada az Epulorhiza 11. csoportba tar-
tozik; a csoporton beliil hatdrozottan elkiiloniild6 60Mt76 szdmu minta hasonlit legjob-
ban az irodalmakban fellelhet6 Epulorhiza 1I. szimbionta szekvencidkhoz (MA et al.
2003, BIDARTONDO et al. 2004), mig a csoport tobbi szekvencidjahoz ILLYES et al.
(2006a) biikk-hegységi Orchis purpurea szimbionta szekvencidja all a legkozelebb. Mas
hasonlé publikdlt orchidea szimbionta szekvencidt nem taldltunk, tehat Ggy tlinik, hogy
vizsgdlataink sordn az orchidea szimbiontdknak egy olyan csoportjat mutattuk ki, melyet
eddig orchidedkbdl nem izolaltak.

Az Epulorhiza 11. gombdk mellett mas szimbionta csoportokat, nemzetségeket is ki-
mutattunk. Tulasnella (Epulorhiza 1.) szimbiontdt csak egy esetben kaptunk, a mogyo-
résbanyai felhagyott sz616bdl; ez érdekes adat, ugyanis kordabbi adatok alapjan (ILLYES
et al., 2006b) Tulasnella csoportba tartozé gombakat elsésorban nedves, s6t vizes (isz6-
lapi) éldhelyekrdl sikeriilt kimutatni. A Ceratobasidium nemzetség képviselSit csak
Ocsardl tudtuk kimutatni, Sebacina szimbionta gombit pedig Kunpeszérrél begytijtott
Orchis militaris egyedekbdl tudtunk azonositani.
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1. dbra. ,Maximum parsimony” eljardssal késziilt konszenzus torzsfa orchideamintdk gyokerérdl és
csirandvényekbdl kapott Rhizoctonia forma-genushoz tartozé szekvencidk és referencidk bevondsdval.
A torzsfa elgyokereztetéséhez kiviilall6 fajként egy bangd (Ophrys scolopax) gyokerérél izolalt Morchella
(Ascomycota) fajt hasznéltunk (ILLYES et al. 2006b). A skala a nukleotidcserék szamat jeloli. Az
eldgazdsokndl feltiintetett szamok 1000 véletlenszerti ismétléssel generalt bootstrap timogatottsagi értékek.
A referencia szekvencidk EMBL adatbdzisban taldlhat6 hivatkozasi szdmai a kovetkez6k: Ceratobasidium
albasitensis — AJ427398, Ceratobasidiaceae — AY 634128, Epulorhiza sp. — AJ313458, orchidea
szimbiontal — AJ549121, orchidea szimbionta2 — AJ549130, Sebacina vermifera — AF202728,
Sebacinaceae — AY634117, Tulasnella calospora — AY373298, Tulasnellaceae — AY634130

Figure 1. Maximum parsimony phylogram based on fungal nrITS sequences originated from orchid roots
and protocorms. Outgroup is a Morchella 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: Ceratobasidium albasitensis — AJ427398, Ceratobasidiaceae — AY634128,
Epulorhiza sp. — AJ313458, orchidea szimbiontal — AJ549121, orchidea szimbionta2 — AJ549130, Sebacina
vermifera — AF202728, Sebacinaceae — AY634117, Tulasnella calospora — AY373298, Tulasnellaceae —
AY634130
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A vizsgalt élGhelyek szimbionta gomba kozosségeinek dsszetétele

Az tide és szaraz €él6helyek szimbionta gombadit sszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a
szaraz él6helyeken egy kivétellel csak Epulorhiza II. szimbionta gombdk fordulnak eld,
mig az iide él6helyeken sokkal tobb szimbionta gomba elSfordul (1. tibldzat): az
Epulorhiza 11. szimbiontdk mellett tobb Ceratobasidium-ot és Sebacina-t is ki tudtunk
mutatni. A természetkozeli és mdsodlagos élShelyek szimbiontdit dsszevetve szintén
markdns kiilonbségek figyelhetSk meg a két él6helytipus kozott. Természetkozeli él6he-
lyeken viszonylag diverz szimbionta kozosséget tudtunk megfigyelni (Epulorhiza 11.,
Ceratobasidium és Sebacina szimbiontdkat), ezzel szemben mdsodlagos él6helyekrdl
dontd tobbségében Epulorhiza I1. szimbiontakat, és egy-egy Epulorhiza 1. és Sebacina
gombiat tudtunk kimutatni.

1. tdbldzat. A kiilonboz6 él6helytipusokrdl kimutatott szimbionta gomba izoldtumok szdma
Table 2. Orchid mycorrhizal fungal isolates detected at different types of habitats

Természetkozeli, iide Mdsodlagos, tide
Kunpeszér Ceratobasidium (1) Tokodaltaré Epulorhiza 11. (2)
Sebacina @))] Sebacina N
Epulorhiza 11. (@))]
Ocsa Ceratobasidium (2)
Természetkozeli, szdraz Madsodlagos, szdraz
Erd Epulorhiza 11. 2) Mogyorésbanya Epulorhiza 1. (1)
Epulorhiza 11. (5)
Pusztavdam Epulorhiza 11. (2)
Sarisap Epulorhiza 11. (1)
Tokodaltaré Epulorhiza I1. (2)

Eredményeinket 6sszegezve lathatd, hogy mind a természetkozeli €s mésodlagos,
mind az {ide és szdraz él6helyek elkiiloniilnek szimbionta gomba kozosségeik Osszeté-
telét tekintve. A legnagyobb szimbionta diverzitdst a természetkozeli, iide él6helyeken
tapasztaltuk, hiszen a két vizsgalt laprétr6l harom szimbionta gomba nemzetség képvi-
sel6it is ki tudtuk mutatni (Epulorhiza II., Ceratobasidium és Sebacina). Ezt a meg-
figyelést, miszerint a lapréteken sokféle szimbionta gomba megtaldlhatd, megerdsitik
ILLYES et al. (2006b) adatai is, ahol tobb laprétet megvizsgalva mindeniitt (igy Ocsén is)
nagy szimbionta diverzitast tapasztaltak.

Masodlagos és szdraz é16helyeken egyardnt azt tapasztaltuk, hogy az Epulorhiza 1.
csoport szimbionta gombdi domindlnak a vizsgélt él6helyeken. Az Orchis militaris
mellett Dactylorhiza incarnata-bol és Epipactis palustris-bdl is sikeriilt kimutatnunk ezt
a gombacsoportot; feltételezziik, hogy az Epulorhiza 1. csoport olyan él6helyeken jel-
lemzd, melyek valamilyen stresszhatdsnak vannak kitéve (példaul szdrazsag, bolygatas).
Emellett Erden és Kunpeszéren is taldltunk Epulorhiza II. szimbionta gombékat, ami
arra utal, hogy ez a gombacsoport nem csak bolygatott él6helyeken €1, de valdszin,
hogy a természetkozeli él6helyeken hattérbe szorul a tobbi gombacsoporttal szemben.

Az emlitett dominancia viszonyokra hatdssal lehetnek a természetvédelmi célu
kezelések is (Ocsén kaszalds, Kunpeszéren legeltetés), melyeknek a természetkozeli
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él6helyek kismértéki bolygatisan keresztiil akdr a magas orchidea szimbionta diverzitas
kialakitasaban és fenntartdsdban is szerepiik lehet.

Csiranovények és kifejlett Orchis militaris egyedek szimbiontainak vizsgalata

In situ csiraztatott protokormokbodl csak Epulorhiza 11. szimbiontdkat tudtunk kimutatni,
mig kifejlett egyedek esetén az el6bbi szimbionta csoport mellett mas gomba taxonokat,
igy Epulorhiza 1., Ceratobasidium és Sebacina gombdkat is ki tudtunk mutatni. Ot pro-
tokorm vizsgdlata alapjan dgy tlinik, hogy az Orchis militaris egyedfejlédésének kez-
deti, obligét szakaszdban els6sorban Epulorhiza 1. szimbionta gombakkal mikorhizal6-

s 2

dik, mig késébb az elfogadhaté szimbiontdk sora boviil. Az irodalmi adatok mellett
(ZETTLER et al. 2005) az is aldtdmasztja eredményeinket, hogy bar Kunpeszérrdl tudtuk
kimutatni a legtobb szimbionta nemzetséget, a csiranovényekbdl ezen az élShelyen is
csak Epulorhiza 1. szimbiontdkat kaptunk.

Koszonetnyilvanitas

Eziton mondunk koszonetet Barina Zoltdnnak, az MTM Novénytdr munkatdrsdnak és Maté Andrdsnak, a
Kiskunsdgi Nemzeti Park munkatdrsanak a terepi munkank sordn nyujtott segitségiikért.
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ORCHID MYCORRHIZAL FUNGAL DIVERSITY OF ORCHIS MILITARIS HABITATS
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We have investigated the symbionts of Orchis militaris and the fungal communities at some of the habitats of
Orchis militaris. Symbiotic fungi were identified from orchid roots and from in situ germinated protocorms by
molecular methods, based on the sequence of nrITS region. Four genus-like taxa of orchid mycorrhizal fungi
could be identified from Orchis militaris: Epulorhiza 1, Epulorhiza 11, Ceratobasidium and Sebacina. This
high fungal diversity can be in connection with Orchis militaris ability to live at diverse habitats.

Assaying the fungi at some of the Orchis militaris habitats, the highest symbiotic fungal diversity was
found at wetlands while dry and/or disturbed habitats showed the poorest diversity, only or mainly with
Epulorhiza 11 symbionts.

Comparing the symbionts of adult Orchis militaris plants and protocorms, we discovered, that the
protocorms were infected only with Epulorhiza 11 fungi, while adult plants lived in symbiosis with more genera
of orchid mycorrhizal fungi.



