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Absztrakt

A Himantoglossum nemzetség természetvédelmi szempontbol kiemelt fontossagu,
mindkét hazai faj fokozottan védett és Natura jelold. A kosborfajok magjanak felépitése és
gombakapcsoltsaganak okan a csirazas rendkiviil érzékeny szakasza életmenetiiknek. A
Himantoglossum adriaticum esetében nem rendelkeziink errdél informacioval. Dolgozatomban a
H. adriaticum magjainak életképesség vizsgalatanak, in situ és ex situ csiraztatasanak eredményeit
targyalom.

A magok életképesség vizsgalata soran TTC-vel torténd festési vizsgalatot végeztem,
melynek el6kezeléseként mechanikai razasos magburok-repesztést alkalmaztam, majd 5 napig
zart, sotét helyen TTC oldatban hagytam allni.

Az in situ csiraztatas soran diakeretes modszert alkalmaztunk. A Keszthelyi-hegységben
¢és a Stimeg-Tapolcai-haton 6-6 helyre helyeztiink ki 10-10 diakeretet 10-20 cm-re az anyatovek
mellé, valamint 3-3 diakeretet az anyatovektdl 10 méteres tavolsagba, kontrollként.

Az ex situ csiraztatast az ELTE Fiivészkert orchidea laborjaban végeztem. Steril boxban,
Fast taptalajra vetettem el hat lombiknyi érett tokbdl szarmazé magot. Az elsd csirakezdemény
megjelenésétdl fogva havonta ellenériztem a lombikokat.

Az ¢letképességi vizsgalat soran a magok atlagos csirazoképessége 17,7%.

Az in situ csirazoképesség a Keszthelyi-hegységben a magvetéstdl szamitott 8. honapban
0,094%. Az anyatovek mellett ez az arany 0,1%-ra nd. A kontroll keretek csirazasi aranya 0,08%.
11 hoénappal a magvetés utan a csirdzasi arany mar a 42%-ra nétt. Ebbe beleszamitottam a 0.
stddiumban levé protokormokat is. Az anyatdvek mellett 50,3%, a kontroll keretek esetében
19,4% a csirazasi arany.

A Stimeg-Tapolcai-haton 8 honappal a magvetés utan a csirazasi arany 0,11%. Az anyatdvek
mellett 0,13%-ra n6 ez az arany. A kontroll keretek esetében egyetlen csirandvényt sem talaltam a
keretekben. 11 honappal a kihelyezés utan a csirazasi arany mar a 34,7%-ra nétt. Az anyatovek
mellett 39,9%-ra, mig a kontroll keretek esetében 3,5%-ra nétt a csirazasi arany.

Az ex situ csiraztatas soran az elsé csirakezdemények a magvetést6l szamitott 9.
honapban jelentek meg. Egy lombikban csiraztak ki a magok kiemelkedden jol. Ennek a
csirazoképessége a magvetéstdl szamitott 13. honapban 1,3%.

Osszevetve az in situ és ex situ csirazasokat, mind a természetben, mind a laboratoriumi
koriilmények kozott a H. adriaticum magjai a vetéstol szamitott 9-11.honapban kezdtek el nagy
mennyiségben csirazni, tehat a magok addig nyugalmi allapotban maradnak, de megdrzik a

csiraképességiiket.



1. Bevezetés

Manapsag az ember kornyezetformalo tevékenységének koszonhetden a természetes
¢lohelyek szama és teriilete vilagszerte folyamatosan csokken. A sziik tiiréképességi, Kis
¢lettérrel rendelkezd fajok sokkal inkabb ki vannak szolgaltatva a gyorsan valtozé kornyezeti
feltételeknek, mint a kozmopolita fajok.

A védett novényfajok egyedszamanak csokkenése populacioik genetikai leromlasat is
eredményezi. A fajok védelme érdekében elsésorban a megfeleld élohelyet kell biztositanunk
szamukra, de sziikséges az egyes fajok szaporodasi képességének - szaporitasi lehetdségének
minél alaposabb megismerése is. Emellett a fajra hato negativ folyamatok (¢él6helyi zavaras,
genetikai leromléas) lelassitdsaban, megallitisaban a konzervacios torekvések mellett
esetenként elkeriilhetetlenné valhat a faj mesterséges (ex situ) csiraztatasa, felnevelése és
kihelyezése a természetes éldhelyére (aktiv fajvédelem). Ez a helyzet all fent szamos
orchideafaj, igy a rendkiviil nehezen csiraztathato Himantoglossum adriaticum, az adriai
sallangvirag esetében is.

A szakirodalomban féleg a trépusi orchidedk csiraztatasardl lehet feljegyzéseket
talalni, hiszen ezek kertészeti jelent6ségiilk miatt a ,piacon” igen értékes adatoknak
szamitanak. A mérsékelt égdvi orchidedk szamunkra természetvédelmi szempontbol fontosak,
azonban igen csekély az ehhez kapcsolodd szakirodalom, ami pedig van, azokban féleg
Cypripedium fajokkal foglalkoznak, hiszen ebben a nemzetségben talalhatok
természetvédelmi szempontbdl is emblematikus, vilag szinten veszélyeztetett fajok.

Az altalam vizsgalt Himantoglossum adriaticum csirazoképességérol, laboratoriumi és
szabadfoldi korilmények kozotti csirdztathatdsagarol, csirdzasarol még a  kiilfoldi
szakirodalomban is alig, hazankban pedig még egyaltalan nincs publikalt adat. A
szakirodalomban f6leg a Himantoglossum nemzetség egyéb tagjairol talalhatoak adatok, mint
a H. hircinum.

Dolgozatomban ennek a fokozottan védett, Natura 2000 jelolé fajnak szeretném
bemutatni csirdzasi jellemzoit, laboratoriumi és terepi koriilmények kozott is. Munkam soran
meghataroztam a magyarorszagi lelohelyekrdl, valamint a horvatorszagi Isztriai-félszigetrdl
gyljtott tokokban beért magok elméleti csirdzoképességét, megbecsiiltem a természetes
€l6helyén torténd — in situ — csiraztatasaval a természetes csirazasi aranyokat, és laboratoriumi
— ex situ — csiraztatassal azt is becsiiltem, hogy az esetleges ¢éléhelypusztulas, -atalakulas
okozta t0szamcsokkenés sordn a faj mesterséges felszaporitdsa — és késObb a megfeleld

¢l6helyre kihelyezése — mekkora eséllyel valosithatdé meg.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Orchideak hazankban

Az Orchidaceae csalad kozismerten rendkiviil fajgazdag, hozzavetéleg 750-900
nemzetség és 25000 - 35000 faj alkotja (Nash és mtsai., 2005). Tulnyomo6 tobbségiik (90%)
legésibb biztos lelet egy 10-15 milli6 éves orchidea pollencsomo egy ¢si méh hatara tapadva,
melynek vizsgalatdval a novénycsalad 76-84 millio évvel ezeldtti megjelenését feltételezik
(Ramirez és mtsai., 2007). Annyi bizonyos, hogy késén kialakult ndvénycsaladrol van szo.
Ma is tartd gyors evolucidjukra utal a csaladd sok tagjanak nagy genetikai variabilitdsa, €s a
nemzetségek kozti genetikai hatarok atjarhatéosdga, mely révén akar nemzetségek kozotti
tovabb szaporodni képes hibridek johetnek, ill. hozhatok 1étre (Jezek, 2005; Molnar, 2006).

Eletmodjukat tekintve epifita, azaz mas novényeken, foleg fikon é16; litofita, vagyis
sziklafelszineken él6 és terresztris, talajlako fajaik is megtalalhatok. A mérsékelt égovon
kizarolag terresztris fajok fordulnak elé. Hazankban jelenleg hatvannal tobb kosborfaj él. A
fajszam az Epipactis nemzetség szakirodalomban nem kozolt, de az orchidea rajongok kozt
terjedd hirek alapjdn hazankban megtalélt fajai miatt bizonytalan (Kirdly, 2009; Molnar ¢és
mtsai., 2011).

Természetkozeli fas és fatlan, szaraz ¢és nedves él0helytipusaink mindegyikén
eléfordulhatnak orchidea fajok. Széles élohelyspektrummal rendelkezd, tarsulask6zombos
fajok és €élohelyspecialistak egyarant talalhatok koztiik (Molnar, 2003).

Hazankban az Orchidaceae - orchideaféléket kosborféléknek nevezziik, a csalad minden

faja védett.

2.2. A vizsgalt faj

Hazankban minden sallangvirag faj eléfordulast ugy értékeltek, hogy az Himantoglossum
hircinum (L.) SPRENGEL egészen addig, amig Baumann 1973-ban fel nem figyelt arra, hogy
az Isztriai-félszigeten el6 sallangviragok a H. hircinumtol eltéré jellegzetességeket mutatnak.
Ezeknél hidnyzik az erds bakszag, keskenyebbek a télevelek, lazabb, kevesebb virdgu a
virdgzat, kisebb és zart a sisak, rovidebbek a sarkantytk, vordsesbarna a viragszin, kevéssé
csavarodott az ajak és mélyebb a bemetszése. Baumann 1978-ban kozolte eredményeit: uj fajt
irt le Himantoglossum adriaticum BAUMANN néven. Véleménye szerint Magyarorszagon
nem is €l a H. hircinum, az orszag nyugati részérdl (Sopron, Készeg, Keszthelyi-hegység,

Nyugat-Bakony) szarmazo herbariumi lapok H. adriaticum BAUMANN, az orszag egyéb
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részér6l szarmazok pedig H. caprinum (M.-BIEB.) SPRENGEL példanyok. Magyarorszagon
a kilencvenes évekre teljesen elfogadottd valt Baumann véleménye. A sallangvirag-fajok
szétvalasa napjainkban zajlo fajkeletkezés, amely szorosan Osszefiigg az Oket megporzo

A nemzetség evolucios viszonyainak feltdrasa soran a H. adriaticum faji Onalloésagat
igazoltak, am mas, kis elterjedésii, endemikus fajként nyilvantartott taxonok (H. calcaratum,
‘robustissimum’, Xsamariense ¢és montis-tauri) faji szintl elkiilonitéséhez tovabbi

bizonyitékokra van sziikség (Sramko és mtsai., 2014).

2.2.1. Az adriai sallangvirag jelentésége a természetvédelemben

A H. adriaticum - adriai sallangvirag fokozottan védett, kozosségi jelentségti (Natura
2000) novényfajunk. Eszmei értéke 250 000 Ft. Szerepel a hazai Voros Listaban, aktualisan

veszélyeztetett, illetve veszélyeztetett taxonként (Kirdly és mtsai., 2007).

2.2.2. Az adriai sallangvirag morfolégiai leirasa
A H. adriaticum — adriai sallangvirag a sziklagyepek, pusztafiives lejt6k, bokorerdok,

szaraz tolgyesek faja. 30-75 (-95) cm magas éveld. A levelei hosszukas-landzsasak, 9-16 cm
hossztiak, 1.5-3 cm szélesek, a fels6, szarlevelek felfelé kisebbednek. Virdgzata laza,
megnyult flirt. A virdgok eldllnak a virdgzati tengelytdl, szama 10-45. A lepellevelek sisakka
borulnak 6ssze, mely kiviil fehéres szinii, zold erekkel, ritkan kissé vorosesen futtatott. A
mézajak mélyen haromhasabu, rendszerint halvany vorosbarna esetleg zoldesbarna, alapjanal
vorosesbarna foltokkal tarkitott. A kozéps6é mézajakhasab 3.5 -6 cm hosszl, csavarodott, a
csucsan 5-18 mm hosszan bevagott. A mézajak két oldalkaréja (5-) 10 - 25 mm hosszu. A
sarkantytja 2.5-3.5 mm hosszu, lefelé iranyul. Majus-jiniusban viragzik (Bodis és mtsai.,

2011).

2.2.3. Az adriai sallangvirag elterjedése és hazai élohelyei

A H. adriaticum — adriai sallangvirag adriato-mediterran elterjedésti faj. Kozép- és Eszak-
Olaszorszagban, Szlovénidban, Ausztridban, Horvatorszdgban, Csehorszagban, Szlovéakidban,
Magyarorszagon ¢és Dél-Albanidban fordul eld. A tengerszinttél 1600 méteres magassagig
talalhato meg. Hazankban kollin-szubmontan faj, herbariumi példanyai alacsonyabb
hegyvideki dvezetbdl (52%) és dombvidéki régiobol (48%) szarmaznak (Bodis és mtsai.,
2011).


http://www.terra.hu/haznov/htm/Cotino-Quercetum.pubescentis.html

Hazankban jelenleg mindossze 6t helyen: a Keszthelyi-hegységben, a Siimeg-Tapolcai-
haton, a Bakonyban, a Kdszegi-hegységben ¢és a Soproni-hegységben ismertek kisebb-

nagyobb allomanyai (1. abra). Ezeken a teriileteken a populéciok stabilak, de nem nagyok.

Térképmelléklet az él8helyvédelmi irdnyelv 17. cikke alapjdn készitett orszdgjelentéshez
2013.

Adriai sallangvirdg (Himantoglossum adriaticum)
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1. abra A Himantoglossum adriaticum magyarorszagi allomanyai.
Forras: Vidékfejlesztési Minisztérium Természetmegorzési Féosztaly

2.2.4. A kosborfélék megporzasi tipusai

Bar eredendden az 6si orchidedk kozott altalanos lehetett, a rovarmegporzas a ma €16
orchidedk korében korantsem jelent mindkét fél szamara kolcsondsen elényds
(mutualisztikus) kapcsolatot. Az eurdpai és a hazdnkban el6éforduld fajok legfeljebb
negyedének viragai termelnek nektart. Ugy tiinik, legalabb harom Gjabb evoltcios irany van
kibontakozdban, amelyek a nektartermelés elmaradasaval jarnak, és egymastol fiiggetleniil,
kiillonb6z6 mechanizmusok révén, tobb rokonsagi korben kialakultak. Az Eurdpaban
eléforduld orchidedk korében a kdvetkezd fontosabb és bizonyitott mechanizmusok ismertek

a megporzo rovarok vonzasara:



1. a megporzok nektarral torténd csalogatasa
2. dnmegporzas
3. a megporzok megtévesztéssel, ellenszolgaltatas nélkiil torténd csalogatasa.
3.a. Taplalék igéretével torténd megtévesztés
1. pollentermeld virdg utanzasa
ii. nektartermeld virdg utanzasa
1ii. zsakmany utanzasa
3.b. Tartalycsapda alkalmazasa
3.c. Szexudlis megtévesztés
4. a viragok atalakulasa buvo- és alvohelyekké rovarok szdmara.

A kiilonb6zé megporzastipusok evolicios szempontbol eltérd elénydket nyujtanak, és
mas-mas hatrannyal jarnak. Az d6nmegporzés eldnyei kozé tartozik példaul, hogy ezek a fajok
jorészt fliggetlenedni tudtak a rovarmegporzoktdl és azok iddjarasi tényezokkel dsszefiiggd
aktivitasanak valtozasatol, ennek eredményeként virdgaik nagyon jelentds aranyban
megtermékenylilnek; hatranya viszont az utdédok csekély genetikai véltozatossdga (Molnar —

Bodis, 2011).

2.2.5. Az adriai sallangvirag életciklusa — csirazas és ujulatképzodés

A felnétt egyedek viragzasa utani 3. évben megjelené nagyszamti magonc arra utal,
hogy az els6 lomblevél megjelenéséig két évre van sziiksége a kicsirazott H. adriaticum
magvaknak, addig a talajban fejlodnek.

A magoncok megjelenése idében folyamatos, a tulélésiik a kornyezeti tényezok
figgvénye. Kedvezd kortiilmények kozott tovabb fejlddnek két leveles téleveélrozsaja egyedde,
kedvezétlen koriilmények hatasara elpusztulnak, s eltiinnek. Feltételezhetd, hogy a magoncok
szamara a talélés és nem a csirdzas a kritikus stadium.

A H. adriaticum fenoldgiai ritmusa nem kothetd a szokasos, a naptari évvel
harmonizalo, vegetacids periodushoz. A nagyobb tdleveélrdzsaja, illetve levélszamu ndovények
megjelenési ritmusara jellemzd, hogy az augusztus végi, szeptemberi es6k utan hajtanak ki. A
magoncok megfelel6 idéjaras esetén, dsszel kis késéssel kovetik a nagyobb méretli novények
kibuvasat. A magoncok megjelenése az egész vegetacidos periodus soran folyamatos,

legnagyobb egyedszamban az 6szi idészakban fordulnak elé. A meleg és szaraz 6sz nem



kedvez a magoncok megjelenésének, ilyen 0sz utan nagyon elhuzodik a kibuvasuk. A hideg
tél szintén kedvezdbtlentil befolyasolja a talajfelszini megjelenésiiket.

A meteorologiai tényezok mellett fontos szerepe van a magoncok megjelenésében az
anyanovény azévi statusanak (vegetativ, reproduktiv, lappang). A magoncok egyiitt
,mozognak™ az anyandvénnyel, ha az nem jelenik meg a felszinen, a magoncok sem hajtanak
ki. Az anyandvény megel6z0 évekbeli stdtusa viszont nem befolydsolja szignifikdnsan a

megjelend magoncok szamat (Bodis, 2010).

2.2.6. Az adriai sallangvirag magjanak felépitése, mérete, tokonkénti atlagos
szama

A kosborfélék csaladjanak egyik legismertebb ¢és legfontosabb jellegzetessége az,
hogy magvaik rendkiviil aprok, nagyon konnyliek és nagy szamban képzdédnek. Erre a
sajatossagukra utal a csaladot magaba foglalé egykori rend régi tudomanyos elnevezése a
Microspermae (,,apr6 magvuak™) is. A kosborfélék magjai tobb szempontbdl is nagyon
kiilonlegesek a ndovényvildgban: rendkiviil kicsik, igen konnyiiek és nagyon nagy szdmban
képzddnek.
Az apré magvaknak tobb elénye lehet a ndvény szamara:
1. elééllitasuk az anyandvénytdl kis raforditdst igényel, és emiatt nagy szamban
képzddhetnek
2. a terresztris fajok esetében a magvak gyorsan (rendszerint néhany hét, de legfeljebb
néhany honap alatt) beérhetnek

3. kis tomegiik miatt a széllel konnyen és hatékonyan terjedhetnek

Ugyanakkor az apromagvisag mas szempontbol hatranyt is jelenthet; a miniatiir
magvakban alig van hely a csirdt az egyedfejlédés korai szakaszédban tapanyagokkal ellato
taplaloszovetnek, emiatt a csirandvény kezdetben (tobbnyire) Onalloan nem életképes,
fennmaradasukhoz sziiksége van bizonyos mikorrhiza-gombakra (Molnar és mtsai., 2011).

A megtévesztd fajok esetében a tokképzési ardny alacsonyabb, tehat sokkal fontosabb,
hogy az egyes tokokban hany mag képzddik.

A Himantoglossum adriaticum esetében tobben vizsgaltak mar, hogy atlagosan egy
tokban hadny mag talalhatd. A 2010-es évben a Keszthelyi-hegységben 14 tok atlag magszama
4220 volt (Bodis, 2010). Egy 2011-ben ko6zdlt eredmény szerint ugyanitt 23 toktermésben
atlagosan 5120 (min. 1350, max. 9970) mag volt (Bddis et. al. 2011). Sandor Zsuzsanna
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szakdolgozataban (2013) 52 tok alapjan meghatarozta, hogy egy tokban atlagosan 7996 db
mag talalhat6. A vizsgalatai soran begytijtott toktermésekben minimum 1119 db, maximum
23.740 db magot szamlalt meg. A tokok atlagos magszamat sajat magam is vizsgaltam a
laboratoriumi magvetésem soran; az elvetett 8 darab tokban atlagosan 10.263 darab magot
szamlaltam meg.

A magvak 0,35-0,53 mm hossztak, és 0,15-0,21 mm szélesek. Az érett embrié mérete
135-160 X 82-160 um (Bodis és mtsai., 2011).

2.3. Orchideak csiraztatasa

A magok csirdztatdsanak tekintetében az orchidedk harom kategéridba sorolhatok (Arditti,
1967, 1979; Arditti és Ernst, 1984). Az elsé csoportot azok a tropusi epifitak és litofitak
alkotjak, amelyek konnyen csirdznak aszimbiotikus koriilmények kozott. Olyan taxonok
tartoznak ide, mint a Cattleya (tropusi Amerika), a Phalaenopsis, Dendrobium és Cymbidium
(Azsia és Oceania). A tropusi terresztris és litofita fajok, - elsésorban a Paphiopedilum -
alkotjdk a masodik csoportot. Ezeket nehezebb aszimbiotikusan csirdztatni és specialis
kozeget igényelnek (Arditti, 1982). A harmadik csoportba tartoznak a mérsékelt égovi
terresztris fajok. Ezek az orchideak nem, vagy csak nagyon gyengén csiraznak aszimbiotikus
kortilmények kozott és altalaban sokkal jobban fiiggnek a veliik szimbidzisban ¢é16 gombaktol
(Arditti, 1982). Ezen orchideak csiraztatasahoz Burgeff 1936-ban kozolt irdsaban részletesen
leirta azt a hatékony eljarast, mellyel a gombat és az orchidea magot kombinalta aszeptikus
uton. Az eljaras lényege, hogy a steril csiraztatdo kdzeghez hozzaadjak egy orchidea-gomba
tiszta tenyészetét, annak érdekében, hogy segitse a magoncok fejlédését. A modszer komoly
hatranya a nagy munkaigény, valamint az az olykor mindmaig megoldatlan probléma, hogy
megtalaljak a megfeleld gombatdrzset és kiillondsen a gomba optimalis aktivitasi fokat (Fast,
1980). Ez utobbi koriilmény szolgal magyarazatul arra, hogy az aszimbiotikus csirdztatas még
mindig élénk érdeklddésre tart szamot, és egyre Gjabb, Osszetettebb €s komplexebb taptalajok,
magkezelési eljarasok kertilnek alkalmazasra.

Orchideak aszimbiotikus csiraztatasa soran szinte kivétel nélkiil, minden fajnal és minden
alkalommal, ugyanazokat a 1épéseket kell megtenni a csiraztatand6 faj igényeinek figyelembe

vételével.



Ezek a 1épések a kovetezok:

1. a magok gyiijtése €s tarolasa

2. a magok eldkezelése a vetésiik soran

3. a magok életképességének, mindségének ellendrzése (nem elengedhetetlen)

4. a csiraztat6 taptalaj kivalasztasa, elkészitése

5. a csirdztatas soran a megfeleld koriilmények biztositasa (szimbiotikus csirdztatas esetén a

szimbionta gomba rdoltasa is ebben a fazisban torténik)

Az irodalomban minden egyes, az imént felsorolt Iépésre tobb megoldasi javaslat,

utmutatas lelhetd fel.

2.3.1. Maggyiijtés és tarolas

A magok gytjtésénél minden esetben az a legfontosabb szempont, hogy olyan mag
keriiljon csirdztatdsra, melynek begylijtése, illetve a mag természetes populaciobol torténd
eltavolitasa a lehet6 legkisebb zavart okozza. Ugyanigy tekintetbe kell venni, hogy a majdani
kitiltetés sikerességét a mag szarmazasi helye jelentésen befolyasolhatja annak fiiggvényében,
hogy az adott populécio tisztasdganak fenntartdsa, vagy genetikai valtozatossaganak novelése
az elsddleges cél.

Tobb megfigyelés van arra nézve, hogy z6ld magtokbdl szédrmazod, félérett magok
csiraztatasa soran Cypripedium és Paphiopedilum fajok esetében jobb csirazasi eredményt
értek el (Light, 1989; Wagner ¢és Hansel, 1994; Lee és mtsai., 2005).

Light a maggyijtés idealis id6pontjat a Cypripedium és Paphiopedilum fajoknal a
megporzas utani 47. napra teszi (Light, 1989), ez nagyfoku egyezést mutat a 40 nappal a
megporzas utan végzett maggyljtéssel, amit Wagner ¢és Hansel altal k6zolt tanulmény a
legkedvezébbnek itél a Cypripedium calceolus esetében (Wagner és Hansel, 1994). Lee és
mtsai. (2005) a legnagyobb aranyl csirdzast a megporzds utan 90 nappal gyiijtott
Cypripedium magokkal kaptak.

2.3.2. A magok vetése soran alkalmazott el6kezelések

A magvetéshez éretlen termést hasznélva - melyek még nem repedtek fel -, a benniik 1€vo
magvak még nem szennyezettek. Az érett terméseken lehetnek vékony repedések vagy esetleg
mar fel is nyiltak a bordak mentén, igy a magok mar érintkezhettek a szabad levegével. Ez azt

jelenti, hogy megfert6zédhettek a levegdben terjed6 sporakkal, vagyis innentél kezdve nem
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tekinthetok sterilnek (Fast, 1980), ezért a magok vetés el6tti elékezelésének egyik fontos célja
a magok sterilizalésa.

Az eldkezelés masik fontos célja lehet, érett magok esetén, a magok kiilsé burkanak
meglazitdsa, megsértése, ezaltal, feltételezhetéen a mag vizfelvételének megkonnyitése 1évén,
elésegitve a csirazast. Ugyanakkor nem bizonyitott, hogy a magkdpeny fizikailag gatolja a
csirazast; lehet, hogy specifikus anyagokat tartalmaz, amik a magkdpenyét legaldbb
részlegesen elvesztett embridra kevésbé képesek hatni (Miyoshi és Mii, 1988).

A még ép, fel nem nyilt termésekbdl steril koriilmények k6zott kinyert magok fert6tlenités
nélkiil vethet6k (Richter, 1982). Ebben az esetben, el6z6leg magat a termést kell fert6tleniteni
ugy, hogy a leszedett terméseket alkoholba martva, majd lang felett athuizva leégetjiik a
felszinét. Igy a feliileten megtapadt baktérium- és gombasporék jo része elpusztul a magvak
karosodasa nélkiil (Eszéki, 1996).

A mar felnyilt, tehat sterilnek nem tekinthetd termések esetében eldkezeléshez a
leggyakrabban a klormeszes oldat (10 g Ca(OCl), 140 ml vizhez) hasznalatos. Eszéki (2012)
orchideamagok sterilizaldsdhoz a 10 g klérmész 90 ml desztillalt vizben torténd oldéasat
javasolja, majd 30 perces allas utan a dekantalt oldattal a magvak elokezelését. A
natriumhipoklorit (NaOCl) oldat hasznalata az ott képz6dd klorgaz csiradlé hatisa miatt
alkalmas magvak eldkezelésére (Fast, 1980). Rasmussen (1990) 36 orchidea nemzetséget
vizsgalt (pl. Himantoglossum, Orchis, Anacamptis, Ophrys, Dactylorhiza, Epipactis,
Cephalanthera), amely alapjan arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a NaOCI oldatanak
hasznalata egyszeriibb (jobban tarolhatd), a Ca(OCl), pedig hatasosabb orchideamagok
fertétlenitésére. Fast (1980) a klortartalmii szerek mellett a hidrogénperoxidot (H20,) is

ajanlja a magok fertdtlenitésére, de ennek fertdtlenitd hatdsa valamivel gyengébb.

2.3.3. A magok életképességének, minéségének ellenérzése

rrrrrr

véarhato csirazasi eredmény megbecslésén tul az alkalmazott elékezelések hatékonysaganak
ellenérzésére is szolgalhat (Weinert, 1992). Az ¢letképesség Vizsgalatok legelterjedtebb
modja a trifenil-tetrazolium-Kloriddal (TTC) torténd festés. Ezt a modszert Van Waes és
Debergh 1986-ban kozzétett kisérleteit kovetden kezdték széles koriien hasznalni terresztris
orchidedk életképességének vizsgalatakor. Ezekben a kisérletekben 23 nyugat-eurdpai
orchideafajt vizsgalt, tobbek kozott a Cypripedium calceolus, Epipactis helleborine, Listera
ovata és a Dactylorhiza maculata fajokat (Van Waes és Debergh, 1986a, b). A TTC-n kiviil
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tobb mas festékanyag (fluorescein diacetat, FDA; malahit-z6ld; savas fukszin, acid-fuchsin,
AF) és még Fusarium nemzetséghez tartozé gombak is hasznalatosak, hasznalhatdak

¢letképesség vizsgalatoknal (Vujanovic és mtsai., 2000).

2.3.4. A csiraztato taptalaj

A tapkozeget alkotd anyagok egy része a ndvények szamara létsziikséglet: ezek a
szervetlen sok, a szénforrds, vitaminok, hormonok. Egy sor mds anyag, pl. aminosavak,
szerves savak, komplex vegyiiletek szerepe esetleges, egy adott faj vagy adott fejlédési fazis
esetében van jelent6ségiik. A taptalaj szervetlen komponensei a makro- (N, Mg, K, Ca, P, S)
és mikroelemek (Mn, Cu, Zn, Mo, B, CI). A nitrogén NO3™ vagy NH4", illetve a két ionforma
kombinacidjaként van jelen. A MgSO4 mind a magnézium-, mind a kénigényt kielégiti. A
foszfort Na- vagy KH,PO, alakjaban (esetleg a ketté egyiitt is) lehet adagolni. A kdzegek a
kaliumot CI', NO3™ vagy H,PO4 formdjaban tartalmazzdk. A kalcium igény Cl" vagy NOs
formaban adagolva hatékonyan biztosithato (George és Scherrington, 1984, Thompson,
1977).

Fontos taptalajkomponensek a szénforrasok (szénhidratok). A cukrok koziil a szacharéz a
legaltalanosabban hasznalt szénhidrat (Mardti, 1976.). A szénhidratoknak nemcsak, mint
taplalékforrasnak, de mint az ozmozis szabalyozoinak is fontos szerepiik van mind a
taptalajban, mind a névényben (Brown és mtsai., 1979).

A nitrogén szamos olyan vegyiilet alkotdja, mint az adenozin trifoszfat (ATP), enzimek,
struktara fehérjék és nukleinsavak, ezért valdszinii, hogy a csokkent nitrogén asszimilacio az
alacsony csirdazasban és lassii novekedésben nyilvanul meg az alacsony ammoniatartalmu
kozegeken (Stenberg és Kane, 1998). Kishi és Takagi (1997) tanulményaban arra is rdmutat,
hogy az egyes orchideafajok altal preferalt nitrogénforras eltérd lehet.

Lucke (1976) a Himantoglossum hircinum aszimbiotikus csiraztatasahoz a taptalajba
kokusztejet is tett, eredményei alapjan az elvetett magok 4 honap utan indultak csirazasnak.

Az aszimbiotikus és szimbiotikus csirdztatdshoz hasznalt taptalajok Osszetételiikben, szén
¢€s nitrogén tartalmukban jelentdsen kiilonboznek egymastol, mert a nitrogén, akarcsak a szén
felveheté mennyisége jelentdsen befolyasolja a szimbiotikus csiraztatas és novénynevelés
eredményességét, mivel konnyen felvehetd szén és nitrogén jelenlétében a gomba parazitalja
a novényt (Beyrle és mtsai., 1991).

A taptalajreceptek Osszedllitdsanal olyan kérdésekre keresik a valaszt, hogy miért

elényosebb az egyik s6 a masiknal, vagy miért fontos egy adott ion koncentracioja (Kishi és
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Takagi, 1997). A jelenlegi kutatasok abba az iranyba haladnak, hogy tisztazzak ezeket a
kérdéseket, illetve olyan Osszehasonlitd tanulmanyok késziiljenek, amelyek alapjan javaslatot
lehet tenni az optimalis taptalaj-formulara a kiilonféle orchideanemzetségek és -fajok in vitro

tenyésztésc¢hez.

2.3.5. A csiraztatas soran biztositott koriilmények

A csirdztatas koriilményei koziil, mivel a pH-t és a rendszerben 1év0 viz mennyiségét az
alkalmazott taptalaj nagymértékben meghatarozza, a fény mennyiségét és a homérsékletet
szabalyozzék. Otero ¢s mtsai (2004), valamint Miyoshi és Mii (1988) allando fényen, ¢€s
allandé homeérsékleten (24°C ill. 25°C), ezzel szemben Rasmussen (1990) teljes sotétben
nevelte ndévényeit (20°C-on).

Gyakran alkalmazott a ,,chilling”, magyarul egy mesterséges vernalizaci6, ami a
csirandvények, csiraztatandd magok hidegkezelését jelenti, imitdlva a téli hideg, nyugalmi
periddust. De Pauw ¢és Remphrey (1993) 2 hénapos 4°C-on torténd hidegkezelés hatdsat
vizsgalva (a vetést végig sotétben tartva) azt tapasztalta, hogy a hidegkezelés a novények
taptalaj preferenciajat nem befolyasolja, de noveli a csirazas mértékét. Miyoshi és Mii (1998)
4°C-os hidegkezelés hatasat vizsgalta iddtartamanak (0-3 honapig) illetve kezdeti
idépontjanak (a vetéstdl szamitott 0., 3., 6. héttdl) fliggvényében. Eredményeik alapjan a
vetéskor megkezdett 8 hetes hidegkezelésnek van a legkedvezdbb hatdsa a csirdztatasra, €s
még a kezdetben 20°C-on tartott vetést is érdemes hidegkezelésnek kitenni, ebben az esetben
12 hetes hidegkezelés bizonyult a leghatékonyabbnak.

Rasmussen (2008) eredményei alapjan Himantoglossum hircinum esetében 3 honapos
pihendiddre van sziikség hiivos, sotét helyen.

Gyakori, hogy sotétben torténd nevelés utan a protokormok megjelenésekor, vagy adott
id6vel a magvetést kovetden fényre helyezik a vetett novényeket. El6bbire jo példa Wagner és
Hansel munkdja, melynek soran 20°C-on és sotétben csiraztatott magokat a protokormok
megjelenésekor 22°C-ra és fényre helyezték. Weber és Webster (2001) munkéjaban a 10.

héten kertiltek fényre a csirandvények.
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3. Célkitiuzések

Az adriai sallangvirag hazankban igen ritka, természetvédelmi szempontbol kiemelt faj.
Manapsag egyre mélyebb tuddssal rendelkeziink az egyes orchideafajok életciklusarol,
csirdzasi aranyardl. Bizonyos ritka fajok esetében azonban ez az alaptudas is még hianyos,

ahogyan az adriai sallangvirag esetében is.

Munkam f6 céljait az alabbi pontokban foglaltam Gssze:

1. A magvak életképességének vizsgalata laboratoriumban.

2. Az adriai sallangvirag ¢l6helyi — in situ — csiraztatasaval a természetes csirazasi arany
becslése.

3. Az adriai sallangvirag laboratériumi — ex Situ — csiraztatasaval felmérni, hogy az
esetleges él6helypusztulas, -atalakulas okozta tdszamcsokkenés soran a faj
mesterséges felszaporitasa — és késobb a megfelel6 éléhelyre kihelyezése — mekkora
eséllyel valosithatd meg.

4. Az adriai sallangvirdg ex Situ csiraztatdsa soran az aszimbiotikus taptalaj

nevelékozegként torténd alkalmazhatosaganak tesztelése.
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4. Anyag és modszer

4.1. A magok eredete
A kisérletek soran elvetett Himantoglossum adriaticum magok a Bakonybdl, Siimeg-

Tapolcai-hatrol, a KoOszegi-hegységbdl illetve Horvatorszagbol, az Isztriai-félszigetrél
szarmaztak. A gydjtésre 2013 juliusaban keriilt sor, amikor a toktermések mar beértek, faluk
megszaradt, de még nem nyiltak fel. A magokat felhasznalasukig hiitében taroltuk.

Fontossa valt a magokkal valo tovabbi alkalmazas miatt, hogy statisztikai mddszerrel
megvizsgaljuk, van-e szignifikins kiilonbség az egyes mintateriilletek magjainak
csirazoképessége kozott. Ehhez az életképesség vizsgalatok adatait hasznaltam és

varianciaanalizist, valamint szignifikans differencia szamitast alkalmaztam.

4.2. A magok életképességének vizsgalata

Az ¢letképesség vizsgalt sordn, a rendelkezésre all6 magok mennyiségét figyelembe
véve, a legsziikségesebbekre szoritkoztam. TTC-vel torténd életképesség vizsgalatokat
alkalmaztam. Mivel az orchidea magok annyira aprok, hogy a magot nem lehet szikével
felvagni, ezért ezt megel6zden valamiféle el6kezelést kellett alkalmaznom annak érdekében,
hogy a maghéj megrepedjen, és a TTC oldat az embridhoz bejuthasson.

Annak érdekében, hogy ki tudjam valasztani, hogy hogyan tudnam a természeteshez
legkdzelebb allo, tehat a lehetd legmagasabb festddési aranyt elérni a TTC vizsgalat soran, a
magokon 7 féle eldkezelést alkalmaztam, ezek: 0,5%-0S; 1%-0s; 2%-os és 4%-0s hypo oldat,
tovabba klormeszes, savas és mechanikai razasos kezelés (kémcsorazo késziilékkel). Minden
egyes kezelés soran 100-100 magot vizsgaltam.

A hypo-s elékezelés soran 10 percre 0,5, 1, 2 és 4%-0s hypo oldatba helyeztem az
orchidea magvakat. A klérmeszes el6kezelés soran 10 g klormeszet oldottunk 90 cm®
desztillalt vizben, majd 10 perc oldddas utan, eldkezelésként, 10 percre az oldat feliiluszojaba
helyeztem a magokat. A savval torténd elékezelés a magok 10 percig 1%-0s hypo, majd 10
percig 2% H,SO4-ben torténd aztatasat jelentette. A razasos eldkezelés soran a magvakat és
kevés kvarchomokot egy kémcsObe helyeztem, amelyet razogéppel 50 masodpercen &t
razattam, majd a kvarchomokot a kémcs6bdl Ovatosan kiontdttem ugy, hogy a magok a
kémcsd aljaban benne maradtak.

A magokat, a megfelel6 elékezelés (hypo, klormész, sav ill. razas) €s steril vizzel torténd
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haromszori 6blités utan, 1 g TTC 100 cm?® desztillalt vizben torténd feloldasaval nyert oldatba
helyeztem, majd 5 napig 30°C-on, s6tétben taroltam.

A TTC redukcidja soran a légzési lancban résztvevd enzimek aktivitasanak
kovetkeztében vords szinl, lipidoldékony csapadék (formazan) képzddik, vagyis az aktiv
1égzési lanccal rendelkezé magok embridi vordsre szinezédnek. A festédés illetve a magok
épségének ellendrzése Nikon Eclipse E200-as mikroszkoppal, negyvenszeres nagyitason
tortént.

A hét féle elokezelés koziil legalkalmasabbnak talalt kezeléssel minden egyes helyrdl
10 kémcsonyi, egyenként 100 db maggal Gjbol elvégeztem az életképesség vizsgalatot, ennek

alapjan meghataroztam az egyes helyekrdl szarmazd magok atlagos csirazési képességét.
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4.3. In situ csiraztatas

A magok in situ csiraztatasahoz diakeretes modszert alkalmaztunk (Illyés, 2011). Az
egyes diakeretekbe atlagosan 300-500 db Himantoglossum adriaticum magot helyeztiink el.
60-60 diakeretet készitettiink el a két féle szitaszovetbol, ezekre helyeztiik ra a magokat, majd
belepattintottuk a diakeretekbe. Minden egyes diakeretet zold szinti drottal atfiiztiink, és fém,
szamozott jelolot tettiink ra a pontos visszakereshetdség érdekében (4.-5. abra).

A magok visszakereshetd modon torténd él6helyi csiraztatasat kis lyukatmérdjia (85 és
100 pm) malomipari szitaszovet segitségével végeztilk. A magok a kett¢hajtott szovet
belsejébe keriiltek, majd ezt kovetden diakerettel erdsitettiik meg ket (2. abra), mely egyben
le is zarta a szovetet (Rasmussen és Whigham, 1993). Mindkét visszagyijtés alkalmaval
vizsgéaltam, hogy a két féle szitaszovetbe vald elhelyezésnek mekkora szerepe van a

csirazasban. A diakereteket a talaj legfelso részébe fiiggdlegesen helyeztiik ki (3. dbra).

2. abra A kihelyezendd diakeretek 3. abra A kihelyezett diakeretek
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4. abra A diakeretek megjelolése zold drottal 5. abra Diakeretek a fém jel6l6vel

Az in situ csiraztatast két helyen: a Keszthelyi-hegységben a Pilikan-Szoroshadi 1t
mellett, a Stimeg-Tapolcai-haton pedig a Siimeget Tapolcaval 6sszekotd Gt mellett végeztiik.

Osszesen 120 db diakeretet helyeztiink ki 2013 oktoberében a Keszthelyi-hegységben és
a Simeg-Tapolcai-haton 6-6 helyre, minden esetben egy fejlett anyat6tol 10-20 cm
tavolsadgba, ezen kiviil Osszesen 36 db kontroll diakeretet is kihelyeztiink ugyanezekre a
teriiletekre, de az anyatovektél 10 méternél tdvolabb, ahol nem talalhatdo sem fejlett, sem
csirazo to (1. tablazat). A 120 db diakeretet tizesével helyeztiik ki a kivalasztott 12 helyre,

mig a kontroll diakereteket harmasaval.
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1. tablazat: Az in situ kihelyezett diakeretek adatai

Hely Anyat6 mellé Kontroll
Kihelyezés kihelyezett GPS diakeretek GPS
idépontja diakeretek (db) szama (db)
Keszthely 1 10 46°47°33,1” 3 46°47°32,8”
2013.10.12. 17°16°34,1” 17°16°34,1”
Keszthely 2 10 46°47°40,8” 3 46°47°40,8”
2013.10.12. 17°16°38.8” 17°16°38,7”
Keszthely 3 10 46°47°43,1” 3 46°47°43,4”
2013.10.12. 17°16°40,1” 17°16°39.4”
Keszthely 4 10 46°47°33,2” 3 46°47°33,0”
2013.10.12. 17°16°36,4” 17°16°36,3”
Keszthely 5 10 46°47°53,3” 3 46°47°53,6”
2013.10.12. 17°16°51,9” 17°16°52.4”
Keszthely 6 10 46°48°04,1” 3 46°48°04,0”
2013.10.12. 17°16°57,5” 17°16°58.4”
Stimeg 1 10 46°57°28,8” 3 46°57°28,5”
2013.10.01. 17°20°49,2” 17°20°50,3”
Stimeg 2 10 46°57°29,7” 3 46°57°29,5”
2013.10.01. 17°20°49.4 17°20°50,4
Stimeg 3 10 46°57°25,4” 3 46°57°27,5”
2013.10.01. 17°21°10,2” 17°21°09,7”
Stimeg 4 10 46°57°22,7” 3 46°57°22,7”
2013.10.01. 17°21°16,4 17°21°16,8”
Stimeg 5 10 46°57°08,8” 3 46°57°08,9”
2013.10.01. 17°21°58,1” 17°21°57,77
Siimeg 6 10 46°56°43,5” 3 46°56°43,4”
2013.10.01. 17°22°24.1” 17°22°23.8”

Osszesen hdrom visszagytijtést terveztiink, ebbél ketté mar megvaldsult. Minden
esetben 3-3 diakeretet és 1-1 kontroll keretet szediink fel. Az elsé felszedésre 2014
Juniusdban, a masodikra 2014 szeptemberében keriilt sor. A harmadik felszedés tervezett
ideje 2015 tavasza. Azért lettek ezek az id6pontok kivalasztva, mivel a H. adriaticum
virdgzasi ideje juniusban van, és a mikorrhiza szimbionta aktivitds ekkor a legnagyobb.
Osszel, szeptembertdl a ndvény életciklusaban Gjabb aktivitas kovetkezik be, ugyanis az 6szi
esOk hatdsara hajtanak ki az 0j novények. A 2015 tavaszi kiszedés a novény magbanki
szerepére adhat majd valaszt, azaz, hogy 1 évi elfekvés utan is indulhat-e meg csirazas.

Az egyes diakeretekbe keriilt pontos magmennyiséget a visszakeresés utan, a mikroszkop

alatti feldolgozas soran szamlaltam meg.
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Az els6 kiszedés soran arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy ennyi id6 alatt a csirdzas
mar megindult-e. Eppen ezért ekkor még csak azt figyeltik meg, hogy a diakeretekben
talalhato-e lathaté protokorm (csirakezdemény). A masodik kiszedés soran mar kiilonbozo
csirazasi stadiumok voltak megfigyelhet6k, igy fontossa valt a protokormok kiilonb6zé
stadiumok szerinti besorolasa (2. tablazat) és feljegyzése. Az egyes stadiumokat a 6-9.

képeken mutatom be.

2. tablazat: A protokormok stadiumok szerinti besorolasa

stadium rovid jellemzés:

0. stadium | a protokorm jol lathatéan megduzzadt a maghéjban, de azt még nem torte at

1. stadium | a protokorm mar attorte a maghéjat, de a maghéj még lathato rajta

2. stadium | a maghéj mar nem lathato, és a protokormokon latszanak a rhizoidszorok

3. stadium | a protokorm szabad szemmel is jol lathatd, néhany mm-es méretd, rajta

hajtaskezdemény
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8. abra 2. stadiumti protokorm

9. abra 3. stadiumu protokorm
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4.4. Ex situ (in vitro) csiraztatas

A magok ex situ, taptalajra torténd elsé vetése az ELTE Fiivészkertben tortént 2013.
szeptember 20-an. A magok el6kezelését és a vetést steril koriilmények - steril fiilke és
sterilizalt eszk6zok (10. abra) kozott végeztem. A sterilezett ,,Fast ” taptalajt a magvetés
el6tti napokban készitettiik el (3. tablazat).

10. abra Steril fiilke

3. tablazat: A ,,Fast” taptalaj receptje. Forras: R. Eszéki, Szendrak, 1992.

1200ml FM
Ph:5,5

Ca (NO3), X 4H,0 100 mg
NH4NO3 200 mg
KH,PO, 100 mg
KCI 200 mg
MgSO, X 7TH,0 100 mg
Fe-kelat 30 mg
Heller- mikro 1ml
Szaharoéz 149
Fruktoz 60
Pepton 19
Polivitaplex 250 mg
Inozit 100 mg
Agar 10¢g
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A taptalajt lombikokba adagoltam ki, majd aluminiumféliaval fedtem le, ezutan
kovetkezett a sterilizalas, 35 percig 10° Pa nyomason 120°C-on. Dermedés utan a steril
fiilkébe helyeztem az livegeket a magvetésig.

A magvetés elékezeléseként a H.adriaticum magokon klormeszes el6kezelést alkalmaztunk,
amely soran 10 g klormeszet oldottunk 90 cm® desztillalt vizben, par csepp Tween-t adtunk
hozz4, majd szlir6papiron at hagytuk, hogy leszlirddjon.

A kapott sziirt oldatot a kémcsovekbe helyezett elvetendé magokra a kémcsovek feléig
feltoltottem, dugdval lezartam, majd 10 percig allni hagytam a magokat a sziirletben.
Id6kozben tobbszor Osszeraztam a kémcsoveket. Az utolsd 2 percre a kémcsoveket fejjel
lefelé forditottam (11. abra), hogy a magok feliilre iiljenek ki, igy amikor 6évatosan kiszedtem
a dugét, hogy a klormeszes sziirletet kiengedjem, a magok a kémcso falara ragadva ott
maradtak.

Az eldkezelt magvakat steril szikével juttattam a kémcsovek falarol a lombikokban
levo taptalajok felszinére, majd az egyenletes eloszlas érdekében néhany csepp steril vizben
iivegbot segitségével szélesztetem Oket. Ezek utdn a lombikok szajat a fertdzddések ¢és a

kiszaradas ellen haromszoros légateresztd foliaval lefedtem, majd a tetejét aluminiumfo6liaval

boritottam (12. abra).

12. abra A lombikok a magvetés utan

11. abra A magvetés el6tti el6kezelés
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Osszesen hat lombikba tortént magvetést, mindegyik esetében érett tokbdl szarmazo

magokat vetettem el. A 2013. szeptember 20-an vetett magok szamat a 4. tablazatban

foglalom Ossze.

4. tablazat: A 2013. szeptember 20-an vetett magok szama

Lombik elvetett mag (db)

B3 9216
B13 8100
B15 12224
ST 9960
KO 11300
U 10184

Magvetés utan 1 hét inkubdcios id6 kovetkezett, ami alatt megfigyeltiikk, hogy a

taptalaj steril maradt, vagy befert6z6dott-e. Az inkubacios id6 letelte utan a lombikokat

hiitébe tettiik (4°C) 3 hoénapra, majd a csirazas, illetve a hajtaskezdemények megjelenéséig

sotétben, szobahémérsékleten (24°C) helyeztikk el. A csirdzd alloméanyokat természetes

fényen, de tovabbra is 24°C-on neveltiik tovabb.

Az els6 protokorm megjelenésétdl fogva havonta ellendriztem a lombikokat, és 2014.

oktober 4-én a lombikokban talalt Gsszes protokormot stddiumok szerint besoroltam.

Osszesen hét stadiumot kiilonboztettem meg (5. tablazat, 13-15. abrak).

5. tablazat: A lombikokban talalt protokormok stadiumok szerinti besorolasa

Stadium Rovid jellemzés

1. stadium protokorm megjelenik, fehér szinii

2. stadium fehér protokormon megjelenik a hajtaskezdemény
3. stadium z0ld, két leveles allapot, <0,2 cm

4. stadium z061d, két leveles allapot, <0,5 cm

5. stadium z01d, négy leveles allapot, ~0,5 cm

6. stadium z0ld, négy leveles allapot, ~1 cm

7. stadium z01d, hat leveles allapot, ~1-1,5 cm
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13. abra A lombikokban levé csirak 1-5. stadiumig

14. abra 6. stadiumu csiranGvény 15. abra 7. stadiumu csiranovény
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2014 oktoberében a Bl13-as lombikban megjelent 6-7-es stadiuma csiranévényeket
attlizdeltem, azaz friss, steril taptalajra atiiltettem Oket. Ezattal hdrom kiilonb6z6 taptalajra
tortént az lltetés: egy alap Fast taptalajra, egy +10 g burgonyapelyhet tartalmazo taptalajra és
egy +100 mg burgonya homogenizatumot tartalmazo taptalajra. Mindegyikbdl 3-3 lombiknyit

készitettlink, ezekbe 5-5 csirandvényt iiltettem at.
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5. Eredmények

5.1. A magok életképesség vizsgalatainak eredményei

A kiilonbozé eldkezelések soran a fest0dott magok ardnyat a 6. tablazatban foglaltam

0ssze.
6. tablazat: A festddott magok %-os ardnya
Elékezelés Festodott magok aranya (%)
(100 db magbol)
hypo, 10 perc, 0,5% 21
hypo, 10 perc, 1% 17,5
hypo, 10 perc, 2% 17
hypo, 10 perc, 4% 19
10 g kl6rmész/90 cm°H.0, 10 perc 16
10 perc 1% hypo; majd 10 perc 2% H,SO,4 13
kvarchomokos razas 50 mp 35

A legmagasabb festddést (elméleti csirdzast) a mechanikai, razasos kezeléssel értem
el, ezért a tovabbiakban ezt a mdodszert alkalmaztam.
A 7. tdblazatban a siimeg-tapolcai, a kdszegi, a bakonyi €s az isztriai magok razasos

kezelés utani TTC vizsgalatanak tizszeres ismétlésben végzett eredményeit mutatom be.

7. tablazat: A kiilonboz6 helyekrdl szarmazo magok TTC-vel végzett életképesség
vizsgalatanak eredményei

Szarmazasi hely atlag (%) min. (%) max. (%) SZOras

Siimeg-Tapolca 18,8 12 27 4,96
Kdszeg 19,5 13 28 4,18
Bakony 16,1 13 21 3,03
Isztria 16 8 29 5,83

A nullhipotézis azt mondja ki, hogy az él6helyek kozott nincs szignifikans kiilonbség a
csirazasi atlagok tekintetében. Mivel a kapott p-érték > 0,05 (8. tablazat); ezért a
nullhipotézist elfogadjuk.
8.tablazat: A varianciaanalizis eredményei

VARIANCIAANALIZIS

Tényezdk SS | df MS F p-értek | F krit.
Csoportok kozott | 115 | 3 |38,33333|1,721987|0,179812 | 2,866266

Csoporton beliil | 801,4(36]22,26111

Osszesen 916,439
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A kapott eredményt a szignifikans differencia (SZDs%) szamitas is igazolta. Ennek

rrrrr

soran kapott eredmények (9. tablazat) alapjan is kijelenthetjiik, hogy nincs szignifikans
kiilonbség a kiilonbozé helyekrdl szarmazd magok csirazasi atlagai kozott, igy a magvetés

soran nem okoz gondot az, hogy az egyes magok mas-mas helyrdl szarmaznak.

9. tdblazat: Az analizis eredménye (NS: nincs szignifikans kiilonbség)

sorszam | atlagok kiilonbsége |SZD5% eredmény
1. 1,1 < 4,28 NS
2. 2,7 < 4,28 NS
3. 2,7 < 4,28 NS
4. 2,8 < 4,28 NS
5. 3,8 < 4,28 NS
6. 3,9 < 4,28 NS
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5.2. In situ csiraztatas eredményei

A kihelyezéstol szamitott 8. és 11. honap utani felszedés soran kapott eredményeim
Osszesitését a 10. tablazatban foglalom ossze.

10. tablazat: Csirazasi aranyok 8 és 11 honap utan, szabadfoldben (K: kontroll)

kihelyezést6l
szamitott 8 kihelyezést6l szamitott 11 honap utan
honap utan
Helyszin
csirazasi csirazasi 0. 1. 2. 3.
arany arany stddium | stddium | staddium | stadium
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Keszthely 1 0,2 31 30,9
Keszthely 1 K 0 8 8,2
Keszthely 2 0,08 65 38,7 16,9 8,2 1,4
Keszthely 2 K 0 15 15,1 0 0 0
Keszthely 3 0 62 62,2 0 0,2 0
Keszthely 3 K 0,63 11 10,7 0 0 0
Keszthely 4 0,25 84 61,4 15,69 6,1 0,9
Keszthely 4 K 0 6 6,2 0 0 0
Keszthely 5 0 14 13,5 0,066 0
Keszthely 5 K 0 34 33,9 0 0
Keszthely 6 0,066 60 57,5 2,56 0,09 0
Keszthely 6 K 0 39 39,09 0 0
Keszthely 6ssz. 0,094 42
Keszthely K 6ssz. 0,08 19,4
Siimeg 1 0 61,28 60,2 0,89 0,07 0,07
Stimeg 1 K - - - - - -
Siimeg 2 0,096 14,5 14,5 0 0 0
Stimeg 2 K 0 - - - - -
Stimeg 3 0,2 43,4 42 1,35 0 0
Siimeg 3 K 0 0 0 0 0 0
Siimeg 4 0,27 2,5 2,5 0 0 0
Siimeg 4 K 0 9,2 8,5 0,7 0 0
Siimeg 5 0,22 73,5 69 3,78 0,16 0,32
Siimeg 5 K 0 4,86 4,8 0 0 0
Siimeg 6 0 66,8 64,8 1,96 0 0
Siimeg 6 K 0 0 0 0 0 0
Siimeg 6ssz. 0,11 34,7
Siimeg K ssz. 0 3,5
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8 honappal a kihelyezés utan (els6 visszagytiijtés), 2014 juniusdban, a Keszthelyi-
hegységben kihelyezett Osszes visszagyijtott H.adriaticum magoknak csak a 0,094%-a
csirazott (10 db csiranovény 10622 db magbdl). Ha csak azokat a magokat vessziik
figyelembe, melyek €16 sallangvirag tovek 10-20 cm-es korzetébe keriiltek, az arany 0,1%-ra
nd. A kontroll keretek esetében a csirdzasi arany 0,08% (2 csirandvény a 2497 db magbol).

11 hoénappal a kihelyezés utdn (mdasodik visszagylijtés), 2014 szeptemberében, a
Keszthelyi-hegységben kihelyezett Osszes visszagy(jtott H.adriaticum magoknak a csirazasi
aranya mar a 42%-ra nott (4321 db csirandovény a 10274 db magbol). Ebbe beleszamitottam a
0. stddiumban levd magokat is. Az €10 sallangvirag tovek 10-20 cm-es korzetébe kertilt
magok esetében az arany 50,3% (3787 csirandvény a 7526 db magbdl). A kontroll keretekben
a csirazasi arany 19,4% (534 csiranévény a 2748 db magbol).

A Siimeg-Tapolcai-haton 8 hoénappal a kihelyezés utan (elsé visszagytijtés), 2014
juniusaban, a kihelyezett Osszes visszagyijtott H.adriaticum magoknak csak a 0,11%-a
csirdazott (9 db csiranévény a 7862 db magbol). Az €16 sallangvirag tovek 10-20 cm-es
korzetében a csirazasi arany 0,13% (9 db csirandvény a 6732 db magbol). A kontroll keretek
esetében a csirazasi arany 0%, azaz egyetlen csirandvényt sem talaltam ezekben a keretekben.

11 hoénappal a kihelyezés utan (masodik visszagy(ijtés), 2014 szeptemberében, a Slimeg-
Tapolcai-haton visszagyiijtott H.adriaticum magoknak a csirazasi aranya mar 34,7%-ra nétt
(3242 db csirandvény a 9325 db magbol). Ebbe a 0. stadiumban levé magokat is
beleszamitottam. Ha csak az €16 sallangvirag tovek 10-20 cm-es korzetébe lehelyezett
diakereteket vessziik figyelembe, az arany 39,9% (3195 csirandvény a 7992 db magbdl). A
kontroll keretek esetében a csirdzasi arany 3,5% (47 csirandvény az 1333 db magbol).

Mindkét visszagylijtés alkalmaval vizsgaltam, hogy a két féle szitaszovetbe vald
elhelyezésnek mekkora szerepe van a csirdzasban. Vizsgdlataim sordn az elsd, juniusi
visszagyljtés alkalmaval a Keszthelyi-hegységben 100 pm atméréjli szitaszovetben
kihelyezett és felszedett Osszes magnak a 0,1%-a (6 csiranévény az 5456 db magbol), a
Stimeg-Tapolcai-haton kihelyezett ugyanilyen lyukatmérdjli szitaszovetben a felszedett sszes
magnak a 0,08%-a (3 csirandvény az 3428 db magbol) csirazott. Az ugyanekkor 85 pm
atmérdji szitaszovetben kihelyezett ¢és felszedett magoknak a Keszthelyi-hegységben a
0,08%-a (4 csirandvény az 5166 db magbol), a Siimeg-Tapolcai-haton a 0,13%-a (6
csirandvény az 4434 db magbol) csirazott.

A masodik, szeptemberi visszagyljtés alkalmaval a Keszthelyi-hegységben 100 um
atmérdji  szitaszovetben kihelyezett, és felszedett Osszes magnak a 41,1%-a (2167
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csirandvény az 5265 db magbol), a Siimeg-Tapolcai-haton felszedetteknek a 36,8%-a (1632
csirandvény a 4434 db magbdl) csirdzott. A 85 um atmérdjii szitaszovetben kihelyezett és
felszedett magoknak a Keszthelyi-hegységben a 43,0%-a (2154 csiranévény az 5009 db
magbol), mig a Siimeg-Tapolcai-haton a 32,9%-a (1610 csirandvény a 4891 db magbol)

csirazott.

5.3. Ex situ (in vitro) csiraztatas eredményei

A 2013 szeptemberi magvetés soran egyik lombik sem fert6z6dott be. A vetéstol
szamitott 9. honapban, 2014 juniusédban, a lombikok felében figyeltem meg a protokorm
képzddés elso jeleit. A B13 jelt lombikban 30 protokormot szdmoltam, mig a masik kettében
csak 1-2-t. Innentél kezdve minden honapban megvizsgaltam a lombikokat, és legtobb
esetben Uj csirandvényeket fedeztem fel (11. tablazat). Mar rogton az elsé alkalommal
latszott, hogy a B13-as szamu lombikban sokkal tobb a csiranévény, mint a tobbiben, és ez a
tovabbi honapokban sem valtozott meg. A B13-as lombikban 2014 oktoberére, a magvetéstol
szamitott 13. honapra a csirazasi arany 1,3%, mig a B3-as lombikban 0,03%, a B15-6sben
0,008%, az ST-ben 0,02%, a KO-ban 0,009%, az U-ban pedig 0,03% (12. tablazat). Az ex situ
(in vitro) csiraztatas soran elért tényleges csirazasi arany 0,18%.

A tiizdelés soran 6-os és 7-es stadiumu csirandvényeket lehet friss taptalajra atiiltetni,
igy 2014 oktoberében egyediil csak a B13-as lombikot tudtam erre felhasznélni, mivel

azokban volt magas szdmu, ilyen staddiumu csirandvény.

11. tablazat Az egyes megfigyelések alkalmaval a lombikokban talalt
0sszes protokorm szdma

Megfigyelés ideje B3 B13 B15 | ST [ KO U
(db) (db) (db) | (db) [ (db) | (db)

2014.06.04 2 30 0 1 0 0

2014.07.11 2 46 0 1 0 0

2014.08.11 3 74 2 2 0 2

2014.09.09 3 87 1 2 0 3

2014.10.04 3 104 1 2 1 3
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A 2014.10.04-i megfigyelés alkalmaval az egyes lombikokban talalt protokormok
szamat stadiumok szerint a 12. tdblazatban foglaltam 6ssze.

12. tablazat: Az egyes lombikokban talalt protokormok szama stadiumok szerint:

vetéstdl szamitott 13. havi (2014. 10. 04.) megfigyelés

elvetett ) o
lombik | mag 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. Osszes | csirazasi

(db) stadium | stadium | stadium [ stadium | stadium | stadium | staddium | csiraz6d | arany

(db) | (db) | (db) | (db) | (db) | (db) | (db) [ (db) [ (%)

B3 9216 0 0 0 0 1 1 1 3 0,03
B13 8100 10 8 10 20 22 24 10 104 1,3
B15 12224 1 0 0 0 0 0 0 1 0,008
ST 9960 0 1 0 1 0 0 0 2 0,02
KO 11300 0 1 0 0 0 0 0 1 0,009
U 10184 0 0 3 0 0 0 0 3 0,03
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6. Eredmények értékelése

A TTC-vel torténd életképesség vizsgalat azt mutatja meg, hogy az adott eldkezelések
segitségével, a felrepedt maghéjon at az embridba bejutd TTC a magot megfesti-e, tehat az
¢letképes-e. Ez csak egy elméleti arany, a valddi csirdzdsi arany meghatarozasara,
megbecslésére nem alkalmas. Ez az eredmény nem Osszehasonlithaté az in situ csirazasi arany
eredményével, ugyanis a talajban 1év6 teljes talajflora mintegy leemészti a kiilsé maghéjat az
embrioérol, és ezt a természetes uton torténd ,,elokezelést” mesterséges modon az orchidedk
magjainak apré méretébol fakadéan nem lehet ugyanolyan eredménnyel elérni.

Az ¢életképesség vizsgalatok soran mért elméleti csirazoképesség kisebb (atlagban 17,7%),
mint a terméhelyen (in situ) kihelyezett diakeretekben 2014 szeptemberében mért tényleges
csirazas (42%), azonban magasan meghaladta az ex situ, lombikokban elért tényleges
csirazast (0,18%). Vagyis a TTC redukcidjat végzo 1égzési lanc enzimeinek jo
mitkodoképességét mutatd vordses elszinezddése a magoknak (formazan képzddés)
onmagaban még nem feltétleniil volt biztositék a magok magas csirazasi aranyara.

Az in situ csiraztatas eredményei alapjan megfigyelhetd, hogy az oktoberi magvetés és a
juniusi felszedés kozott eltelt 8 honap alatt a magok tobbsége még nem kezdett el csirazni,
azonban a magvetést6l szamitott 8. és 11. havi felszedés kozott eltelt 3 honap alatt mindkét
helyen beindult a csirazas. Tehat a magvetéstdl szadmitva 8-11 honap kellett a kihelyezett
magoknak ahhoz, hogy a csirazas az él6helyen megkezdddjon. Eredményemet Gsszevetve
Carey ¢és Farrell (2002) Himantoglossum hircinum in situ csirazasi adataival, a H. hircinum
magok csak a vetéstdl szamitott masodik évben kezdtek csirazni, és minddssze csak az 1-5%-
uk volt az &ltalam jeldlt 2.-3. stddiumban, azonban a magok 15-40%-a mutatta jelét a
csirazasnak.

Eredményeim alapjan kijelenthetjiik, hogy a két szitaszovet kozott nincs talzottan nagy
eltérés csirdzas tekintetében, de a nagyobb, 100 pm atmérdjli szitaszovetben altalaban véve
valamivel magasabb volt a csiranévények szama. A két ¢éldhely kozil a Keszthelyi-
hegységben valamivel nagyobb volt a H. adriaticum magok csirazasi aranya.

Fontos azt megjegyezni, hogy eredményeimbe beleszdmitottam a 0. és 1. stddiumban 1év0,
tehat a csirazas kozeli allapoti magokat is. Ezekhez a stddiumokhoz még nem kell
gombapartner, tehat nem ,,igazi” csirandvények, de ezek nagyon fontos adatok ahhoz, hogy a

magok koziil mennyi életképes, mennyi az, amelynek lehetésége van arra, hogy a
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gombapartnerrel valo talalkozas hatdsara meginduljon a hajtaskezdemény képzddés, és ezzel
valddi csiranovénnyé valjon.

Mikroszkopos megfigyeléseink szerint a gombapartnerrel vald szimbiodzis az 1. és 2.
stadium kozott jon 1étre.

Az ex situ laborban végzett kisérletem soran, az elsé csiranévények a vetéstol szamitott 9.
honapban jelentek meg. Ez Gsszevag az in Situ csiraztatas soran kapottakkal. Eredményeimet
(2012) vizsgalatai alapjan a Himantoglossum hircinum magok a vetést6l szamitva 14 honap
alatt, az Anacamptis pyramidalis magok 14 hoénap, az A. laxiflora magok 25 honap, az A.
morio magok 14 hoénap, a Dactylorhiza incarnata magok 7 honap 25 nap alatt, a D. maculata
magok 1 hoénap 20 nap, a Gymnadenia conopsea magok 6 hoénap, a Neotinea tridentata
magok 11-14 honap, a Platanthera bifolia magok 3-22 honap alatt csiraztak. Rasmussen és
Whigham (1998) vizsgalatai alapjan a Corallorhiza odontorhiza magjai a vetést6l szamitott 7.
honapban, mig a Goodyera pubescens a 6. honapban kezdett el csirazni.

Mindezek alapjan kijelenthetem, hogy a H. adriaticum esetében 8-11 honap kell ahhoz,
hogy a magok csirazasa jelentds mértékben beinduljon. A kapott eredmények alapjan a H.
adriaticum fajvédelmét az ex situ modszerrel torténd szaporitas eredményesen segitheti. Az in
megismeréséhez, melyek elengedhetetlenek az eredményes éldhelyen torténd fajvédelmi

torekvésekhez.
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7. Osszefoglalas

Dolgozatomban a hazai vadon ¢l6, fokozottan védett orchideafajunk, a
Himantoglossum adriaticum magjainak ¢életképesség vizsgalatat, in situ és ex situ
csiraztatdsdnak modszerét, menetét €s eredményeit tdrgyalom. Azért valasztottam ezt a témat,
mivel ez a faj természetvédelmi szempontbol igen fontos, €s a szakirodalomban eddig nem
rendelkeztiink ilyen iranya ismeretekkel.

A magok életképesség vizsgalata soran a TTC-vel torténd festési vizsgalatot a
rendelkezésemre all6 magokon, minden él6helyrdl, ahonnan volt begytijtott érett tok, 10 db
kémcsonyi, egyenként 100-100 darab magon végeztem el (tehat éléhelyenként 1000 db
magon), amelynek elOkezeléseként egy mechanikai razasos magburok-repesztést
alkalmaztam, majd 5 napig zart, sotét helyen TTC oldatban hagytam allni. Kiértékelést ezek
utan végeztem, a pirosra megfestodottek jelezték az életképes magokat. Ez a vizsgalat csak
egy elméleti aranyt ad eredményiil. A tényleges csirazasi aranyokat az ex sSitu és az in situ
csirdztatas soran lehet megadni.

Az in situ csiraztatas soran diakeretes modszert alkalmaztunk. A Keszthelyi-
hegységben és a Siimeg-Tapolcai-haton 6-6 helyre helyeztiink ki 10-10 diakeretbe zart
magcsomagot az anyatovek 10-20 cm-es korzetébe, valamint tovabbi 3-3 diakeretet az
anyatovektél 10 méteres tavolsagba, kontrollként. Osszesen harom visszagytijtést terveziink,
ebbdl kettd mar megvalosult. Minden esetben 3-3 diakeretet és 1-1 kontroll keretet szediink
fel. Az els6 felszedésre 2014 juniusaban, a masodikra 2014 szeptemberében keriilt sor. A
harmadik felszedés tervezett ideje 2015 tavasza.

Az ex situ csiraztatas soran 2013 szeptemberében az ELTE Fiivészkert orchidea
laborjaban Fast taptalajra vetettem el 8 lombiknyi érett tokbol szarmazd magot.

Az életképesség vizsgalat soran az Osszes vizsgalt magra vonatkoztatva, a magok
17,7%-a volt életképes.

Az in situ csiraztatas soran az elsé felszedéskor, 8 honappal a kihelyezés utan mindkét
¢éléhelyen szinte alig volt csirandvény, a Kesztelyi-hegységben felszedett diakeretekben levd
magok csirazasi aranya 0,094%, a Sitimeg-Tapolcai-haton pedig 0,11%. A masodik
felszedéskor, 11 hénappal a kihelyezés utan beindult a csirazas, a Keszthelyi-hegységben
42%-ra, a Stimeg-Tapolcai-haton 34,7%-ra nétt a felszedett diakeretekben a csirazasi arany.

Az ex situ csiraztatas soran egyik lombik sem fert6z6dott be, €s a vetéstdl szamitott 9.

hénapban megindult a csirdzas. Egyetlen lombikban (B13 kodu) csirdztak kiemelkedden jol a
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H. adriaticum magok, 2014 oktoberében, a magvetéstél szamitott 13. honapban ennek a
lombiknak a csirdzasi aranya 1,3% volt. A maradék 7 lombikban is megindult a csirazas, de
joval kisebb aranyban. Ugyanebben a honapban a B13-as lombikban taldlhaté 6-os és 7-es
stadiumu, tehat az 1 cm és annal nagyobb 4 illetve 6 leveles csirandvényeket attlizdeltem,
azaz atliltettem friss taptalajba, ez alkalommal 3 kiilonboz6é félébe, hogy a jovOben a
taptalajok csirandvények fejlodésére gyakorolt hatdsat is vizsgalni tudjam.

Osszevetve az in situ és ex situ csirdzasokat, mind a természetben, mind a
laboratoriumi koriilmények kozott a H. adriaticum magjai az 6szi vetéstdl szamitott 9-11.
honapban kezdtek el nagy mennyiségben csirdzni, tehat a magok addig nyugalmi allapotban
maradnak, de megérzik a csiraképességiiket.

Vizsgalataim alapjan a faj magjainak csirdzési ardnya megnyugtatban magas a
természetes él6helyén, igy valosziniileg az életmenet ezen szakasza nem kulcseleme a faj
veszélyeztetettségének. A mikorrhiza gomba partnerével valo taldlkozas, mely ,,tovabbloki” a
csirazasi folyamatot és beinditja a csirandvény novekedését, azonban mar joval ritkabb
esemény. A természetben el6forduld orchidea tovektdl tdvolabb a gombapartner csirazast
segitd hatasa drasztikusan lecsokkent. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a gombanak fontos
szerepe lehet a faj életciklusaban. A gombardl képzelt jovObeni ismeretek tehat igen fontosak

lehetnek a fajvédelmi torekvésekben.
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