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Bevezetés

A biodiverzitds mint 6kologiai funkcié — amellett, hogy dkoszisztéma szolgéaltatasokon
keresztul kozvetlen gazdasagi haszonként is jelentkezhet az emberiség szamara -
letfontossagl  szerepet jatszik az Okoszisztémak mikodésének és  stabilitisanak
szabalyozaséban. A biodiverzitas fontossaganak felismerése mellett vilagszerte tapasztalt
nagymértékii csokkenése miatt is a tudomanyos érdeklddés kozéppontjdba kerult. A
rohamosan novekvd emberi populacié az eréforrasok fokozott kiaknazasat €s a foldhasznalat
megvaltozasat tette sziikségessé. Ez az egyes ¢él6helyek és komplex ©koszisztémak
fragmentalddasahoz vezetett, amit a biodiverzitas csokkenésének egyik f6 okaként tartanak
szamon. A természetes €l6helyek pusztulasa nyoman vildgszerte megfigyelhetd a populaciok
méretének tovabbi csokkenése és széls6séges esetben teljes fajok sorozatos kihalasa (Singh
2002). A biodiverzitasi krizis mellett a globalis klimavaltozas is példa nélkili Gtemben zajlik
napjainkban. A klima megvaltozasa tobbek kozott az él6lények fenologiai ritmusara is kihat
(Molnér V. et al. 2012); novények esetében ez a megporzd rovarok fenologiai ritmusahoz
viszonyitott eltolodds miatt jelenthet komoly problémat, ami a megporzok egyed- és
fajszamanak csokkenése mellett szintén hozzajarulhat a megporzasi krizis kialakulasahoz, ami
hosszUtavon a biodiverzitds tovabbi csokkenését eredményezheti (Biesmeijer et al. 2006).

A biodiverzitds csokkenesének rendkiviili sebessége a felmérésére és megdvasara
irdnyzott intézkedések tomegét inditotta el, mind regionalis mind globalis szinten (Koh et al.
2004). A téma gyorsan novekvo irodalmanak ellenére azonban jellemz6 a konkrét adatok,
elméletek és mddszerek hianya a biodiverzitds minden aspektusa tekintetében, és a megovasa
szempontjabol kulcsfontossagi folyamatok ¢€s jelenségek kelld6 mélységli megértése is varat
magara. Ezen kulcsfolyamatok egyike a novénykdzosségek esetében a novényi reproduktiv
jellegek a biodiverzitas fenntartdsaban betoltott szerepének vizsgalata. Doktori értekezésben
ehhez a témakorhdz kapcsolodva végeztem vizsgéalataimat és harom esettanulmanyon
keresztill az egyes reproduktiv jellegek ndvényi életciklusban, és ezaltal pedig a biodiverzitas

fenntartasaban betoltott szerepének tudomanyos igényi értékelését tiiztem ki célul.



Esettanulmanyok

1. Kiilonbozé megporzastipust orchideafajok termésképzése és magprodukcioja

A novények szaporodasdhoz a him ivarszervekr6l a néi ivarszervekre torténd
pollenatvitelre van szilkség, ami gyakran &llati megporzok (rovarok, denevérek vagy épp
madarak) segitségével torténik. A legtobb novényfaj taplalék biztositasaval, altaldban nektéar
vagy pollen termelésével csalogatja a megporzdkat. Egyes névenyek viszont nem nyujtanak
semmilyen ellenszolgaltatast, ehelyett megtévesztik a megporzokat, peldaul taplalékkal
jutalmazé fajok virdgait vagy a megporzo rovarok ndstényeit utdnozva. Ez a megtévesztd
(més néven deceptiv) stratégia ismereteink szerint 32 zarvatermd novénycsaladban fejlédott
ki egymastol fuggetlendl, de kilondsen az orchideak csaladjanak (Orchidaceae) korében valt
gyakoriva, ahol a fajok t6bb mint egyharmada (>6500 faj) megtéveszté megporzast (Girord
et al. 2002). A megporzé rovarok gyorsan megtanuljak felismerni és elkeriilni a nektart nem
termel6 viragokat igy a megporzas sikeressége a megtévesztd fajok esetében jelentdsen
alacsonyabb, mint a nektartermel6 fajoknal. Neiland & Wilcock (1998) szerint a megtévesztd
fajok atlagos termésképzési ardnya csupan 27,7%, ami jelentésen alacsonyabb a
nektartermel6 fajoknal mért mintegy 63,1%-0s termésképzési aranynal.

Az alacsonyabb megporzasi sikert hagyomanyosan alacsonyabb reprodukciés
sikerként értelmezik, mivel a termésképzési arany az egyetlen és altalanosan hasznalt
mérdszdm az orchidedk reprodukcios sikerének jellemzésére (Neiland & Wilcock 1998).
Azonban az alacsony megporzasi siker legalabb haromféleképpen kompenzalhatd: (i) tébb
virdg, (ii) nagyobb magok vagy (iii) termesenkent tobb mag termelésével. Ezt a kompenzécids
hipotézist egész eddig nem vizsgaltak az orchidedk esetében, részben modszertani nehézségek
miatt. Az orchidedknak ugyanis rendkivill konnyli és nagy szamban termel6dd, un.
pormagvaik vannak, és a magvak szokatlanul nagy szdma és kis tdmege egyarant megneheziti
a magprodukcié szamszertsitését (Arditti & Ghani 2000).

Vizsgalatunk soran célunk a kompenzacios hipotézis tesztelése volt. A hipotézis
szerint, ha a megtévesztd fajok valamilyen modon kompenzaljadk az alacsonyabb
termésképzési aranyukat, akkor ezeknek a fajoknak (i) tobb viraga vagy (ii) nagyobb magjai

vagy (iii) termésenként tobb magja fejlodik, mint a nektartermel6 fajoknak.



2. Az Astragalus contortuplicatus L. magvainak tér- és idébeli terjedése

A vizimadarak, kuléndsképp a récefélék csaladjaba (Anatidae) tartozd fajok (récék,
ludak és hattyuk) fontos szerepet jatszanak a nem huasos terméssel rendelkezé novények
terjesztésében (Green et al. 2002). Egy kozelmultbeli attekintd tanulmany (Brochet et al.
2009) szerint négy, az Anatinae alcsaladba tartozo récefaj (Anas spp.) Urtilékében eddig 223
ndvényfaj magvait talaltdk meg. A megtalalt névények nagy része gyakori, nagy elterjedési
terulettel bird faj volt, melyek széles észak—déli elterjedéssel jellemezhetéek a vonulasi
utvonalak mentén. A ritka el6forduldsu novényfajok zoochor terjedési potencialjardl viszont
igen keveset tudunk, és nem ismert, hogy a ritkasag, illetve a sziikk elterjedés milyen
mértékben utalhat arra, hogy a faj nem alkalmas az endozoochor terjedésre.

A magok hosszu tavh életképessége rendkivil fontos a novénykozossegek
biodiverzitdsanak fenntartdsa szempontjabdl (Thompson 1997), mivel ez teszi lehetévé a
novények szamara a nem megfeleld kornyezeti korulmények atvészelését, kulondsen a
stresszelt vagy zavart éléhelyeken (Thompson et al. 1998). A magvak hossza tava
¢letképessége kiillonosen a rovidéletli novényfajok szamara fontos, mivel a perzisztens
magbank képes mérsékelni a megtelepedési sikerben és a magprodukcidban tapasztalhatd
évek kozotti fluktuaciokat, ezaltal elésegitve a genetikai valtozatossidg fennmaradasat térben
¢s idében (Fenner & Thompson 2005). Habar a természettudomanyi gytijteményekben a
tarolasi koriilmények a magvak életképességének megdrzése szempontjabodl gyakran kozel
sem tekinthetok idedlisak, szamos tanulmanyban kimutattak, hogy herbariumi magok igen
hosszu ideig is életképesek maradhatnak (Godefroid et al. 2011). Ennek megfeleléen a
herbariumok €és maggylijtemények alkalmasak lehetnek a veszélyeztetett vagy kipusztult fajok
meg6rzésére (Godefroid et al. 2011). Tobb okbdl is feltételezhetd, hogy az A. contortuplicatus
magjai is hosszan meg0rzik életképességiiket. Egyrészt a nehezen kiszdmithatd él6helyi
koriilmények feltételezhetéen perzisztens magbank meglétét teszik sziikségessé, masrészt a
kemény, vizhatlan maghéj megléte is erre utalhat. Emellett egy kdzelrokon fajnal (A.
neglectus) 97 éves herbariumi magokat csiraztattak ki (Bowles et al 1993), ami szintén e faj
magjainak hosszl tava taléloképességét valdszinisiti.

A térbeli terjedés tekintetében azt vizsgaltuk, hogy a vizimadarak altali endozoochor
terjedésre valo alkalmatlansag lehet-e a magyarazata az A. contortuplicatus ritkasdganak.
Kérdéseink a kovetkezOk voltak: (i) Képesek-e sértetlenul atjutni az A. contortuplicatus

magvai a vizimadarak tapcsatornajan? (ii) Megvaltoztatja-e a vizimadarak tapcsatornajan valo
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athaladas a sértetlentil maradt magok csirakeépességet? (iii) Szimulalhat-e a tapcsatornan valo
athaladas csirazésra kifejtett hatdsa mechanikai maghéjsebzéssel (szkarifikélassal)? Az idébeli
terjedés vizsgalatakor célunk az volt, hogy (iv) meghatarozzuk az A. contortuplicatus
magvainak csiraztatasahoz megfeleld6 magnyugalom-megtoré kezelést; valamint hogy (V)
herbariumi gytijteményekbdl szarmazd magokon megvizsgaljuk a faj magvainak hosszu tava

tuléloképességét.

3. Cianobaktériumok hatésa gyepi névenyfajok csirdzasara és megtelepedesére

A kozosségszervezédés és a biotikus interakciok, mint példaul a facilitacio és a
kompeticiéd vizsgélata a novényokologia legjelentésebb kutatdsi iranyai kozé tartoznak
(Martorell & Freckleton 2014). A szarazfoldi novénykozosségeket befolyasold tényezok
vizsgalatakor viszont nagyrészt csak a névény-noveny, illetve a novény-allat interakcidkat
veszik figyelembe, igy a novények és mas fotoautotrof él6lények (példaul cianobaktériumok)
kdzotti kdlesonhatasokra altalaban joval kevesebb figyelmet forditanak (van der Heijden et al.
2008). A cianobaktériumok mas €l6lényekre gyakorolt hatasait féleg vizi 6koszisztémakban
vizsgaltak, annak ellenére, hogy szamos szarazfoldi él6helyen is fontos elsédleges termeldk és
nitrogén-megkotok lehetnek (Hrouzek et al. 2011).

Szérazfoldi cianobaktériumok (féleg Nostoc fajok) majdnem minden szikes
¢léhelytipusban el6fordulnak. A szikes él6helyekre tobbnyire szemisztatikus vagy asztatikus
vizhaztartas jellemz6, és az ennek okan létrejovo szabad talajfelszinek lehetdvé teszik, hogy
kiilonb6z6 Nostoc fajok jelentds kiterjedésii telepeket hozzanak létre. A Nostoc fajok mind
vizi, mind szarazfoldi kornyezetben megtaldlhatd fonalas cianobaktériumok, melyek
mikroszkopikus vagy makroszkopikus telepeket hoznak létre. A cianobaktériumok kiilonb6z6
toxinok széles skalajat termelik, melyeket cianotoxinoknak neveziink. Altalaban az algaevé
fajok elleni védekezést tartjdk a cianotoxinok legfontosabb funkcidjanak, de elképzelhetd az
is, hogy vizindvények elleni allelopatikumokként is mitkkodnek (Mitrovic et al. 2004). A
cianotoxinok és cianobakterialis kivonatok karos hatasat mar szamos él61énycsoport, példaul
zooplankton fajok, vizi és szarazfoldi gerincesek és gerinctelenek példajan is igazoltak, a
novényekre gyakorolt hatasuk viszont kevésbé kutatott, még a vizi ndvényfajokra gyakorolt
hatasuk sem kell6képpen ismert (Mitrovic et al. 2004).

Az Ontozésre hasznalt viztestek jelent6s mennyiségben tartalmazhatnak
cianobaktériumokat és cianotoxinokat, ezért az Ont6zés sordn a termesztett novényekre

gyakorolt hatasukat mar szamos esetben vizsgaltak (Wiegand & Pflugmacher 2005). Azonban
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amellett, hogy potencidlisan fontosak lehetnek 0Ont6zott mezdgazdasagi teriileteken, a
cianobaktériumok szamottevé hatassal lehetnek egy sor természetes allapotu terresztris
¢l6helyre is. A szérazfoldi cianobaktérium telepek szamos kiilonb6z6é hatast gyakorolhatnak
az edényes novényfajok megtelepedési sikerére. Egyrészt stresszelt él6helyeken, mint példaul
szikes gyepekben mérsékelt mennyiségii avarhoz hasonld pozitiv hatassal lehetnek az edényes
ndvényekre (Butterfield 2009). Masrészt, egy sor allelopatikus hatasu vegyllet termelése
révén (Codd 1995) negativ hatést is gyakorolhatnak a természetes novénykozosségek fajaira,
melyek feltételezhetéen hasonloak a szarazf6ldi haszonnévényekre gyakorolt szamos esetben
kimutatott negativ hatasaikhoz (Sagrane & Oudra 2009).

Kutatdsunk célja volt, hogy megallapitsa, a cianobaktérium telepek jelenléte
befolyasolja-e az edényes novények megtelepedési sikerét, ami hatéssal lehet a
novénykozosségek szerkezetére és diverzitdsara. Ennek érdekében két konkrét célt
fogalmaztunk meg: (i) 6sszegyiijteni a korabbi tanulmanyok eredményeit a cianobaktériumok
terresztris novényfajok csirazésara és névekedésére gyakorolt hatasarél; illetve (ii) Uveghazi
kisérlettel tesztelni egy Nostoc kivonat szikes él6helyek egyes novényfajainak csirazasara és a

csirandvények novekedésére gyakorolt kémiai hatasait.

Anyag és modszer

1. Kiilonbozé megporzastipusu orchideafajok termésképzése és magprodukcioja

Osszesen 48 hazai orchideafaj 1015 érett, de fel nem nyilt termését gytijtottiik dssze. A
terepi mintavételezés 2009-ben és 2010-ben zajlott a Karpat-medence szamos pontjan,
emellett 20 faj herbariumi példanyairdl is gyljtottiink terméseket a Debreceni Egyetem
Novénytani Tanszékének herbariumaban. A rendkiviil apr6 és nagy szamban termel6dd
magok mennyiségének meghatarozasara egy Uj modszert alkalmaztunk melynek sorén a
termésekben talalhatd Osszes magot ismert mennyiségli glicerinben kevertiik el, majd a
glicerinbdl kipipettazott cseppekben fénymikroszkop segitségével hatdroztuk meg a magok
szamat. Az egy termésben talalhaté magok szama a cseppekben talalt magok szamabdl és a
cseppek a glicerin teljes térfogatahoz viszonyitott aranyabol adodik. A fajok termésképzési
aranyarol illetve magméretérél az irodalombol gyijtottiink adatokat, majd a fajokat
megporzastipus szerint is kategorizaltuk. A vizsgalt fajok filogenetikai kapcsolatainak

reprezentalasara torzsfat hoztunk létre, amelyhez részben a GenBank adatbazisbdl nyertiink
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nrITS szekvencidkat, részben pedig terepen gyljtott levélmintak felhasznalasaval magunk
generaltuk 6ket. Ezutan filogenetikai 6sszehasonlitdé modszerek (Bayes-i filogenetikai kevert
modellek) segitségével elemeztik a kiillonb6zd megporzastipust fajok virdgszdmat,

terméskepzési aranyat, magmeéretet, valamint termésenkeénti és hajtasonkénti magszamat.

2. Az Astragalus contortuplicatus L. magvainak tér- és idébeli terjedése

A tekert cstidfii (Astragalus contortuplicatus L.) egy veszélyeztetett efemer ndvényfaj,
amely szérvanyosan fordul elé szikes réteken, folyopartokon és félsivatagokban. Diszjunkt
elterjedési terulettel rendelkezik Eurazsia kontinentdlis részén, Kinatol Kozep-Eurdpaig
(Roskov et al. 2005). A faj idében rendszertelen felbukkanasa magvainak hosszi tavu
perzisztenciajaval és a kemény maghéj altal okozott fizikai dormancidval lehet
Osszefliggésben.

Az endozoochor terjedés vizsgalatdhoz modellszervezetnek a t6kés récét (Anas
platyrhynchos L., Anatidae) valasztottuk, amely a legnagyobb termetii és leggyakoribb hazai
récefaj. 10 feln6tt egyedet valasztottunk ki, melyek a vizsgalat alatt kilonalloé ketrecekben
voltak elhelyezve. Minden récével 100 db A. contortuplicatus magot etettlink meg. Etetés utan
az elsO hét oraban az iiriiléket 6ranként 0sszegyiijtottiik, majd pedig 21 és 45 ora elteltével
gyljtottilk 6ssze ismét. Az trilékmintakbol fénymikroszkop alatt valogattuk ki az épen
maradt magokat, majd csiraztatasos teszttel hataroztuk meg az életképességuket. Két kontroll
csiraztatast is végeztink, mely soran kezeletlen és mesterségesen szkarifikalt magok
csirdzasat vizsgaltuk. T-tesztet alkalmaztunk az atjutott, a kontroll és a szkarifikalt magok
csirazasi aranyanak 0Osszehasonlitasara, valamint az atjutasi €s csirdzasi aranyok nemek
kozotti  Osszehasonlitdsara. Az atjutasi 1d6 és a csirdzasi arany kapcsolatat lineéris
regresszioval vizsgaltuk.

A herbariumi magok tulélésének vizsgalatara szintén csirdztatdsos maddszert
alkalmaztunk. Elséként hét kiilonboz6 kezelést teszteltiink, hogy meghatarozzuk melyik a
legmegfeleldbb a faj magvainak csirdztatasara, majd a legmegfeleldbbnek bizonyult kezelést
alkalmaztuk a kilonb6z6 kort herbariumi mintak csiraztatasahoz. Az ecldzetes teszteket
terepen gyijtott magokbol nevelt ndvényekrdl frissen gylijtott magokon végeztiik.
Herbariumbol szarmazo magokat harom herbarium 6sszesen 18 lapjarol gyijtottiink, a
novényeket 1835 es 2013 kozott gyijtottek. A hét kezelés és a kontroll csiraztatds soran

kapott csirazasi aranyokat egyszempontt ANOVA és Holm-Sidak teszt hasznalataval
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hasonlitottuk 6ssze; a herbariumi magok kora és a csirazasi aranya kozétti kapcsolatot linearis

regresszidval vizsgaltuk.

3. Cianobaktériumok hatésa gyepi névenyfajok csirdzasara és megtelepedésere

Az irodalmi keresést a Google Scholar keresdprogramban végeztiik, a ,,cyanobacteria”
AND ,toxin” AND (,,plant growth” OR ,,germination”) keresési algoritmusok hasznélataval.
Az elemzésbe vald bevonas kritériumai a kovetkezok voltak: (i) cianotoxinokkal vagy toxikus
cianobaktérium kivonatokkal val6 kezeles, (ii) szarazfoldi edényes ndvenyfaj(ok) vizsgalata,
(iii) a csirazésra és/vagy a csirandvények ndvekedésére gyakorolt hatasok vizsgélata és (iv)
kezeletlen kontroll csiraztatassal valé 6sszehasonlitas.

A csirdztatasos tesztekhez a Hortobagyi Nemzeti Park teriiletén gytijtottiink Nostoc
oldatot készitettiink. A tesztekhez szikes gyepek hét jellemzé fajat (Agrostis stolonifera, Aster
tripolium ssp. pannonicus, Beckmannia eruciformis, Hordeum hystrix, Lepidium ruderale,
Plantago schwarzenbergiana és Puccinellia limosa) valasztottuk ki, valamint egy szikes
gyepekben invazidés adventiv flifajt (Hordeum jubatum) és egy konnyen csirazd éveld
kétszikiit (Trifolium repens). Kétféle kezelést alkalmaztunk: (i) Nostoc kivonatot tartalmazé
csapvizzel torténd ontozés, (ii) csapvizzel torténd ontézés (kontroll). A kisérlet végén (5. hét
vegén) feljegyeztik a csirandvények szamat, majd meghataroztuk nedves- és széraz
tomeguket, szarazanyag-tartalmukat és hajtashosszukat. A kezelés és a faji identitas csirazasra
és novekedésre gyakorolt hatdsat altalanositott linearis modellekkel (GLM) teszteltiik. Fajon
belul a kezelések kozotti szignifikans killdnbségek kimutatasara t-tesztet alkalmaztunk.



Eredmenyek

1. Kiilonbozé megporzastipust orchideafajok termésképzése és magprodukcioja

Az egyes taxonok termeésenkénti magszama 910 és 19 726 széls6 értékek kozott
véltozott. A megtévesztd fajok atlagosan kétszer annyi magot termeltek, mint a nektartermeld
fajok. A hajtadsonkenti teljes magszam 4379 és 178 710 értékek kdzott mozgott. A legnagyobb
hajtdsonkénti teljes magszadmot a megtéveszté fajok esetében tapasztaltuk, de a
megporzastipusok kozott tapasztalhatdo kiilonbség nem volt olyan jelentds, mint a
termésenkénti magszamok esetében.

A megporzastipus szignifikdns hatést gyakorolt a termésképzesi aranyra: a
megtévesztd fajok termésképzési aranyat szignifikdnsan alacsonyabbnak talaltuk, mint a
nektartermel6két. A megporzastipus nem volt hatdssal az ezermagtoémegre, viszont
termésenkénti magszamot befolyéasolta: a megtéveszté fajoknal szignifikansan magasabb
termésenkénti magszamot tapasztaltunk. A virdgszamot befolyasolta a megporzastipus: az
autogam fajok szignifikdnsan kevesebb viraggal rendelkeznek, mint a nektartermeldk; viszont
nincs kiilonbség a nektartermeld és megtévesztd fajok virdgszamaban. A megporzastipus
hajtasonkénti magszamra gyakorolt hatésat is elemeztiik, de azt talaltuk, hogy nincs
szignifikans kilonbség a kiilonbozé megporzastipusu fajok teljes magszama kozott. Az

¢l6hely-preferencia és a ndvekedési tipus nem volt hatassal egyik vizsgalt valtozora sem.

2. Az Astragalus contortuplicatus L. magvainak tér- és iddbeli terjedése

Mind a 10 t6kés réce egyed Uriléekében megtalalhatok voltak az A. contortuplicatus
magvai, de az épen atjutott magok szdma nagy variabilitdst mutatott (median+SD=15,5+19,3;
min=4; max=53). Az 0sszes etetett mag 24,7%-a jutott at latszélag érintetlentl (1000-bdl
247). A 247 épségben atjutott mag kozil 66 (26,7%) csirazott ki. Minden réce urtlékében volt
legalabb egy csiraképes mag, de a csiraképes magok szama is nagy variabilitdst mutatott az
egyes egyedek kozott (median£SD=5,0+5,7; min=1; max=20). Az atjutott magok csirazasi
aranya (29,3%) szignifikansan magasabb volt, mint a kezeletlen kontroll magoké (0,7%), de
szignifikansan alacsonyabb, mint a mesterségesen szkarifikalt magoke (97,3%).

A frissen gytjtott A. contortuplicatus magok esetében a legmagasabb csirazasi aranyt

mechanikai szkarifikdcio utdn fényen tOrténd csirdztatas esetén tapasztaltuk, ennek
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megfelelden ezt a kezelést alkalmaztuk a kiilonb6z6é kortt herbariumi magok csiraztatasara.
Az 0sszesen 18 herbariumi lap felérdl szarmaztak ¢€letképes magok. A legnagyobb csirazasi
aranyt (56,3%) a legfiatalabb, 3 éves példany esetében tapasztaltuk, de meglepd moddon
hasonl6an magas (53,3%) csirdzéasi aranyt mutatott egy 103 éves minta is. A legidésebb
csiraképes magok egy 131 éves peldanyrol szarmaztak. A lineéris regresszio alapjan
szignifikans negativ korrelacié volt a magok kora és csirazasi aranya kodzott (r = —-0,643), az
illesztett egyenes egyenlete alapjan pedig a magok elméleti maximum életképessége 309
évnek adodott. A csiraképes magokbol mindkét vizsgalatban sikeriilt egészséges felnott

egyedeket nevelni, amelyek megporzoktol elzarva (tehat autogamia Gtjan) termést is érleltek.

2. Cianobaktériumok hatasa gyepi ndvényfajok csirdzasara- és megtelepedésere

A keresési kritériumoknak 6sszesen 45 tanulmany felelt meg. Ezek a tanulmanyok 8
ndvénycsalad 6sszesen 27 fajaval foglalkoztak. A legtdbb vizsgélat eredménye azt mutatta,
hogy a cianotoxinok és cianobaktérium kivonatok koncentraciofiiggd negativ hatast
gyakorolnak a vizsgalt novények csirazasara és/vagy novekedésére, csak néhany esetben
taldltak pozitiv, illetve nem szignifikans hatast.

A faji hovatartozas a szdrazanyag tartalom kivételével minden valtozéra szignifikans
hatassal volt, a Nostoc kivonattal valo kezelés pedig a szaraz témeg kivételével minden mas
valtozoéra szignifikans hatast gyakorolt. A faji hovatartozas és a kezelés interakcidja csak a
csirazasi aranyra és a nedves tomegre gyakorolt szignifikdns hatast. A Kkivonattal kezelt
magok csirdzasi aranya 6t faj esetében volt szignifikansan alacsonyabb, mint a kontroll magok
csirazasi aranya. A legtobb fajnal nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a kezelt és kontroll
novények nedves- és szaraz tdmege, valamint hajtashossza kozott, kivéve a Hordeum
jubatum-ot, ahol mindharom valtoz6 tekintetében szignifikansan alacsonyabb értékeket

tapasztaltunk a Nostoc kivonattal kezelt novények esetében.
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Kovetkeztetések

1. Kiilonbozé megporzastipust orchideafajok termésképzése és magprodukcioja

A Kkorabbi eredményekkel egyezéen (Neiland & Wilcock 1998) azt talaltuk, hogy a
megtévesztd orchideafajok termésképzési aranya szignifikdnsan alacsonyabb, mint a
nektartermeldké. A kiillonb6z6é megporzastipusok altal elért hajtasonkénti magszamok kozott
azonban nem talaltunk szignifikans kilonbséget. Mindez arra utal, hogy az alacsonyabb
terméskepzési arany nem feltétlentl jelent csokkent reprodukcios sikert, mivel a
termésenkénti nagyobb magszdmmal a megtévesztd orchideafajok képesek hatékonyan
kompenzalni a lecsdkkent megporzasi sikertiket.

A megtévesztd megporzds ismert eldényei (i) a nektartermelés hianya miatti
alacsonyabb energiafelhasznalas és (ii) az utddok (magok) nagyobb genetikai variabilitasa,
ami annak koszonheté, hogy csokken a geitonogamia (azonos egyed masik viraga altali
megporzas) valoszinlisége, mivel a megporzok kevesebb virdgot latogatnak meg a nektart
nem termeld novényeken (Jersakova et al. 2006). Jersdkova et al. (2006) megjegyezték, hogy
ezen elonyok ellenére meglep6 a megtéveszté stratégia evollcios stabilitasa, mivel a
nektartermelés irdnyaba mutatd mutacioknak gyorsan el kellene terjedni az egész
populacidban, legalabbis amikor a megporzok ritkdk. A fent emlitett elonyok az altalunk
kimutatott magprodukcidbeli kilénbségekkel egyittesen megmagyardzhatjak a megtévesztd
stratégia rendkivili elterjedtségét az orchideak korében. Ez arra is felhivja a figyelmet, hogy a
reprodukcié szémos aspektusat figyelembe kell venni egy evolucids stratégia sikerének
megitéléséhez (Sonkoly et al. 2016).

Fontos kérdés marad azonban e magprodukcidés mintazat eredete és fennmaradéasa.
Szamos ndvényi populaciot sulyosan érint a megporzok szamanak csokkenése miatti
megporzasi krizis (Biesmeijer et al. 2006), valamint a globdlis klimavéltozas hatasara a
novények és a megporzoik fenoldgiai ritmusa kdzott kialakuld kilonbségek (Kudo & Ida
2013). A fenoldgiai eltolddas az orchideakat kiléndsen sulyosan érintheti (Molnar V. et al.
2012). Ez esetleg azt jelentheti, hogy a nektartermeld és megtévesztd fajok kozott jelenleg
tapasztalhaté kulonbségek egy része a klimavaltozas vagy a megporzasi krizis altal okozott (]
keletli jelenség, habar erre utald bizonyitékot egyelére nem talaltak (lasd Molnar V. et al.
2015b). Tovabbra is fontos kérdés marad azonban, hogy e megporzasi rendszerek hogyan

fognak alkalmazkodni egy valtozo vilag kihivasaihoz.

11



2. Az Astragalus contortuplicatus L. magvainak tér- és idébeli terjedése

Eredményeink azt mutatjak, hogy a ritka tekert cstidfii (A. contortuplicatus) magjait a
récék hatéekonyan terjeszthetik. A récék altal elfogyasztott magok egynegyede épségben jutott
at a madarak tapcsatorndjan, melyek tobb mint negyede megorizte csiraképességét is. A
magok egy része tobb mint 21 6ran keresztiil maradt a tapcsatornaban. A tékés réce
maximalis repulési sebessége korilbelil 78 km/h, igy a tobb mint 21 dran keresztil a
tapcsatornaban maradé magok akar 1600 km tavolsagra is szallitodhatnak a vonulé madarak
segitségével.

Eredményeink alapjan megéllapithatd, hogy a vizes ¢él6helyekhez kotheté ndvényfajok
ritkasdgat nem sziikségszerlien a Kkorlatozott terjedési képességik okozza. Az A.
contortuplicatus magyarorszagi elterjedése értelmezheté annak bizonyitékaként is, hogy a faj
erésen fligg a viz altali terjesztéstdl, és a kiillonbozd vizgyljtd teriiletek kozotti terjedési
képessege limitalt. Eredményeink azonban arra utalnak, hogy a faj magvai alkalmasak
lehetnek a vizimadarak altali endozoochor terjedésre is. Ez a faj szamara hosszu tavu terjedési
potencidlt jelent, ami az egyes vizgy(jtd teriiletek kozotti terjedésre is lehetdséget teremt,
megmagyardzva szorvanyos elterjedését a kiilonb6z6 vizgyiijté rendszerek teriiletén (Molnar
V. etal. 2015a).

A mesterségesen szkarifikalt magok magasabb csirdzasi aranyt mutattak, mint a
kezeletlenek. Eredményeink arra mutatnak ra, hogy természetes korulmények kozott
valoszintileg két magnyugalmat megtéré mechanizmus egymaéssal parhuzamosan miikodhet
ennél a fajnal. A kemény maghéj megsériilhet egyrészt a folyovizi hordalék surl6 hatdsa
kdvetkeztében, masrészt a magokat elfogyaszté vizimadarak tapcsatornajaban az
emésztOnedvek kémiai vagy a zizokdvek mechanikai hatdsa altal. Vizsgalatunk kimutatta,
hogy a vizimadarak nem csak széles elterjedési teriiletii, gyakori névényfajokat terjeszthetnek,
hanem ritka, limitalt elterjedési teriilet fajok, példaul az A. contortuplicatus magvai is
hatékonyan terjedhetnek altaluk. A ritkasagért tehat szamos névényfaj esetében sokkal inkabb
a specialis €él6helyi igények tehetdek feleldssé, mint a limitalt terjedoképesség.

Tobb mint 100 éves gyiijtésbol szarmazo magok életképességét mar nyolc csalad 19
nemzetségben kimutattak, 0sszesen 23 fajnal. Ezek kdzil 12 pillang6sviragu, de tobbségik
tropusi vagy szubtropusi fa és cserje, igy ez a legidésebb lagyszaru pillangds mag, amely
kicsirazott, az Osszes fajt tekintve pedig a 9. legidésebb csiraképes mag (Molnar V. et al.

2015a). Eredményeink tehat megerdsitették azon elofeltételezésiinket, miszerint az A.
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contortuplicatus magvai rendkivil hosszU ideig képesek megérizni életképességiiket, emellett
pedig azt is kimutattuk, hogy a faj képes az 6nbeporzasra. A magok elméleti maximalis
¢letképessége 309 évnek adodott, ami arra utalhat, hogy akar még id6sebb életképes magok is
eldkeriilhetnek herbariumokbol.

Termeészetvédelmi szempontbol a faj magvainak rendkivil hosszu életképessege azt
jelenti, hogy a faj védelme hatékonyan segithetd lehet a természettudomanyi
gyljteményekben tarolt magok felhaszndlasdval. Eredményeink alapjan a herbariumi
példanyokrdl szarmazé magok sikeresen alkalmazhatok lehetnek a populaciok megerdsitését
vagy Vvisszatelepitését célzd ex situ fajmegOrzési programok soran is. A herbariumi
magvakbol kikelt ndvények visszatelepithetok az adott herbariumi példany gyiijtési helyére,
hogy a visszatelepitett populaciok jol alkalmazkodottak legyenek az éldhely kornyezeti
korilményeihez. Eredményeink tovabba arra is felhivjak a figyelmet, hogy a herbariumi
gyljtemények ilyen céli vizsgalata mas fajok esetében is hasonld eredményeket hozhat,

kuldnosen a kemény magvu fajoknal.

3. Cianobaktériumok hatésa gyepi novenyfajok csirdzasara és megtelepedesére

Szisztematikus irodalmi keresésink szerint eddig 45 cikk foglalkozott toxikus
cianobaktériumok szarazfoldi ndvények csirazasra és/vagy novekedesére gyakorolt hatasaval.
Ezek a tanulmanyok azonban csak haszonndvényekkel, illetve néhany esetben gazdasagi
szempontbol jelents gyepi novényfajokkal (Festuca rubra, Lolium perenne és Trifolium
repens) foglalkoztak. Ezek a vizsgalatok majdnem minden esetben olyan terlletekre és
novényfajokra koncentraltak, amelyek cianobaktériumokat tartalmazé vizzel torténd ontozeés
atjan kerulhetnek kapcsolatba cianotoxinokkal (Wiegand & Pflugmacher 2005). Emiatt habar
szamos esetben vizsgaltdk a cianobaktériumok szarazfoldi novényekre gyakorolt kémiai
hatasait, a természetes florara és névénykozosségekre gyakorolt hatasuk ismeretlen maradt.

A csirdztatasos tesztek eredményei arra utalnak, hogy a Nostoc telepek jelenléte
befolyasolhatja a gyepi novényfajok megtelepedési sikerét. A Nostoc kivonat hatasa
fajspecifikusnak bizonyult, ami arra utal, hogy a telepek jelenléte kdzvetve befolyasolhatja a
gyepi ndvényfajok kozotti kompeticiot is. Eredményeink arra is utalnak, hogy a Nostoc fajok
biotikus filterkent funkcionalhatnak, ami altal fontos szerepik lehet annak meghatarozasaban,
hogy a lokalis fajkészlet mely fajai képesek megtelepedni és tartésan fennmaradni az adott

kozosségben (Diaz et al 1998). A csirdzasra és novekedésre gyakorolt legerdésebb negativ
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hatast az adventiv és invaziv fiifaj, a Hordeum jubatum esetében tapasztaltuk. Ez alapjan ez a
faj valosziniileg nem adaptalodott a lokalisan elé6forduld Nostoc allelopatikus hataséhoz, ami
megfékezheti a faj kolonizaciojat a magas Nostoc boritassal rendelkezé természetes szikes
gyepekben.

A cianobaktérium telepek gyepi vegetaciora gyakorolt hatasa, illetve a
vegetaciddinamikdban betdltott szerepliik mindeddig elkerilte a kutatdk figyelmét. Habar sok
tényez6t figyelembe kell venniink, amikor a cianobaktériumok hatdsat értékeljik;
eredményeink felhivjak r4 a figyelmet, hogy olyan szérazféldi 6koszisztémakban, ahol
venni. A terresztris novények és a cianobaktériumok interakcidja akar a novény-novény
interakciok kimenetelét is megvaltoztathatja, ami &ltal a cianobaktériumok fontos szerepet
jatszhatnak egyes természetes novénykozosségek diverzitdsanak, ©sszetételének és

szerkezetének kialakitasaban.
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Uj tudomanyos eredmények

1.

10.

Egy Ujonnan bevezetett szamlélasi modszer alkalmazasaval 48 hazai orchideafaj
termésenkénti magszamat hataroztuk meg, illetve 6sszeéllitottunk egy adatbazist e
fajok termésképzési aranyardl, virdgszamarol, ezermag-tomegér6l, valamint
termésenkeénti- és hajtasonkénti magszamarol.

Igazoltuk, hogy a termésképzési arany onmagéban nem elegendé az orchideafajok
reprodukcios sikerének becslésére, mivel a megtéveszté megporzasl orchideafajok
termésenkénti nagyobb magszamukkal hatékonyan kompenzalnak alacsonyabb
terméskeépzési aranyukeért.

Megallapitottuk, hogy a megtéveszté fajok termésenkénti nagyobb magszama azt
eredményezi, hogy a hajtdsonkénti teljes magszamban nincs Kkilonbség a
megporzastipusok kozétt, ami megmagyarazhatja a megtéveszto stratégia sikerességeét.
Kimutattuk, hogy a veszélyeztetett Astragalus contortuplicatus magjai képesek tulélni
a récék tapcsatornajan vald atjutast.

Megallapitottuk, hogy a récék tapcsatornajan valo atjutas jelentésen megnoveli az A.
contortuplicatus magjainak csirazasi aranyat a kezeletlen kontroll magokhoz képest,
ami alapjan a faj alkalmas a vizimadarak altali endozoochor terjedésre.

Meghataroztuk az A. contortuplicatus magjainak csiraztatasahoz legmegfelelébb
magnyugalom-megtord kezelést

Igazoltuk, hogy az A. contortuplicatus magjai rendkivil hosszu ideig, akar 131 évig is
megorzik életképességiiket a herbariumban, ami alapjdn a herbariumok ¢és
maggyijtemények alkalmasak lehetnek a veszélyeztetett vagy Kipusztult fajok
genetikai allomanyanak megdrzésére.

Osszegytijtottik és értékeltik a 100 évesnél idésebb, bioldgiai gyiijteményekbdl
(herbariumokbdl, maggytiijteményekbdl) szarmazo csiraképes magok csirdzasaval
kapcsolatos irodalmi adatokat.

Osszegytijtottik és értékeltik a toxikus cianobaktériumok szarazfoldi hajtasos
novények csirdzasara és ndvekedésére gyakorolt hatasardl rendelkezésre allo
tanulmanyok eredményeit.

Kimutattuk, hogy a toxikus Nostoc kivonat szikes gyepek fajainak csirazasi €s
megtelepedési sikerére fajspecifikus hatast gyakorol, igy a Nostoc telepek jelenlete

hatéssal lehet a szikes gyepek szerkezetére, fajosszetételére és diverzitasara.
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Introduction

Biodiversity — besides providing enormous direct economic benefits for humans —
plays an essential role in regulating the function and stability of ecosystems. Biodiversity has
attracted attention worldwide, partly because of the growing awareness of its importance, and
partly due to its outstanding depletion.

The rapidly expanding human population resulted in increased resource exploitation
and severe land use changes. This resulted in the fragmentation of habitats and ecosystems,
which is considered to be the leading cause of biodiversity loss. Due to the widespread
destruction of natural habitats rapid population declines and extinctions of species have been
reported worldwide (Singh 2002). Besides biodiversity crisis, global climate change is also
taking place at an unprecedented rate. Biological effects of this global change have been
demonstrated in case of several organisms, as the alteration of climate often causes shifts in
the phenology of species (e.g. Molnar V. et al. 2012). This phenomenon can lead to
phenological mismatches between plants and their pollinators, which — along with the massive
decline of pollinator populations — also contributes to the recent pollination crisis (Biesmeijer
et al. 2006), which will presumably result in further biodiversity loss.

The exceeding loss of biodiversity have led to actions aiming to assess and conserve
biodiversity, both at regional and global levels (Koh et al. 2004). Despite the growing volume
of literature, concrete data, theories and methodologies are lacking in all aspects of
biodiversity, and key processes and phenomena in this topic are not yet understood
adequately. Among other things, the role plant reproductive traits play in the maintenance of
biodiversity is not yet appropriately explored. Accordingly, in my dissertation I aim to explore

the role of reproductive traits in plant life cycle and in the maintenance of biodiversity.

Case studies

1. Fruit- and seed production of orchids with different pollination types

Reproduction in plants requires transfer of pollen from male to female parts, which is
often achieved by enlisting animal pollinators, such as insects, bats or birds. Most plants
attract pollinators by supplying them with food, typically nectar and/or pollen. Some plants,

however, do not provide any reward but rely on deception, e.g. by mimicking the flowers of
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nectar-rewarding species or the females of insect pollinators. Floral deception evolved
independently in at least 32 angiosperm plant families and is especially common in orchids,
where more than one third of the species (>6500 species) is pollinated deceptively (Girord et
al. 2002). Pollinators quickly learn to identify non-rewarding flowers. Thus, pollination
success in deceptive orchids is substantially lower than in nectar-rewarding ones. According
to Neiland & Wilcock (1998) the mean fruit-set (the proportion of flowers that develop into
fruits) of non-rewarding species in Europe is 27.7%, which is significantly lower than the
mean fruit-set of rewarding species, 63.1%.

Low pollination success is usually considered to equal low reproductive success, since
fruit-set is generally used as the sole measure of reproductive success in orchids (Neiland &
Wilcock 1998;). However, low pollination success might be compensated by at least three
mechanisms: producing (i) more flowers, (ii) larger seeds or (iii) more seeds per fruit. This
‘compensation hypothesis' has not been tested to date, partly because of methodological
reasons: orchids have extremely light dust seeds produced in very high numbers and the
unusually high number of minute and low-weight seeds causes difficulties in the estimation of
seed production (Arditti & Ghani 2000).

Our aim was to test the ‘compensation hypothesis’, which predicts that, if
compensation for reduced fruit-set occurs in deceptive orchids, these species should have (i)
more flowers and/or (ii) larger seeds and/or (iii) more seeds per fruit than nectar-rewarding

ones.

2. The dispersal of the seeds of Astragalus contortuplicatus L. in space and time

Waterbirds, particularly the members of the family Anatidae (ducks, geese and swans)
play an especially important role in the dispersal of plants lacking a fleshy fruit (Green et al.
2002). In a recent review (Brochet et al. 2009) propagules of 223 plant species were recorded
within the digestive tract and in the faeces of four dabbling duck species (Anas spp.) in
Europe. The majority of these plant species are common with broad distributions covering a
wide latitudinal range across migratory flyways. The potential for zoochory of plant species
having a sporadic distribution remains largely unexplored, and it is unclear to what extent a
limited distribution can indicate a poor capacity for endozoochory.

Long-term viability of seeds has crucial importance in maintaining biodiversity in

plant communities (Thompson 1997), because it enables plants to survive unfavourable
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abiotic and biotic conditions, especially in stressed or disturbed habitats (Thompson et al.
1998). Long-term seed viability is especially crucial for short-lived species, since persistent
seed banks can buffer yearly fluctuations in establishment and seed production, and enable the
preservation of high genetic diversity both in space and time (Fenner & Thompson 2005).
Although dry seed storage conditions in natural history collections may be far from optimal,
several studies have shown the long-term viability of seeds of herbarium specimens (e.g.
Godefroid et al. 2011). Consequently, herbaria can be used as resources in the recovery of
threatened or extinct plant species (Godefroid et al. 2011). There are several reasons to
assume that the seeds of A. contortuplicatus can retain their viability for prolonged time
periods. On the one hand, the highly variable, unpredictable habitat of the species presumably
means that possessing a persistent seed bank is necessary for this species. On the other hand,
it is also indicated by the hard, water-impermeable seed coat of its seeds. Moreover, Bowles
et al. (1993) reported the viability of the seeds of a close relative (A. neglectus).

In case of the study about dispersal in space we aimed to investigate whether limited
capacity for endozoochorous dispersal by waterfowl could explain the sporadic distribution of
this rare plant species. We asked (i) whether the seeds of A. contortuplicatus can survive
passage through the guts of migratory birds, (ii) whether gut passage changes the germination
response of intact seeds, and (iii) whether the effects of gut passage on germination can be
simulated by mechanical scarification. In the study about dispersal in time our aim was (iv) to
determine the best dormancy breaking method for A. contortuplicatus, and (v) to study how

long the seeds can retain their viability in herbarium collections.

3. Effects of cyanobacteria on the germination and establishment of grassland plants

Community assembly and biotic interactions such as facilitation and competition are
among the most important topics of plant ecology (Martorell & Freckleton 2014). However,
when studying factors that affect terrestrial plant communities, mainly the effects of plant—
plant or plant-animal interactions are considered; interactions with photoautotroph organisms
other than vascular plants (e.g. cyanobacteria) are mostly overlooked (van der Heijden et al.
2008). While the effects of cyanobacteria on other organisms were mostly studied in aquatic
ecosystems; they are important as primary producers and nitrogen-fixers in numerous

terrestrial habitats as well (Hrouzek et al. 2011).
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Terrestrial cyanobacteria (mostly Nostoc species) occur in almost every alkali habitat
types. They are characterized with a fluctuating moisture regime, which causes the
appearance of bare soil surfaces enabling Nostoc species to form colonies of considerable
size. Nostoc species are filamentous cyanobacteria of both aquatic and terrestrial habitats,
where they form microscopic or macroscopic colonies. Cyanobacteria produce a wide variety
of toxins called cyanotoxins. Defence against planktivores is usually thought to be the main
function of cyanotoxins, but it is also conceivable that they function as allelochemicals
against aquatic plants (Mitrovic et al. 2004). Adverse effects of cyanotoxins and
cyanobacterial extracts have been demonstrated in case of various organisms, such as aquatic
and terrestrial vertebrates, invertebrates and zooplankton. However, their effects on plants
have not been studied thoroughly, not even in the case of aquatic species (Mitrovic et al.
2004).

Reaction of terrestrial crop plants to cyanotoxins and cyanobacteria attained some
interest among researchers, as the water bodies used for irrigation can contain a significant
amount of cyanobacteria (Wiegand & Pflugmacher 2005). Besides being potentially important
in irrigated croplands, cyanobacteria can have considerable impact on a number of natural
terrestrial habitats. Colonies may have various effects on the establishment success of
vascular plants. On the one hand, in stressed environments such as alkali grasslands they can
facilitate vascular plants in a way somewhat similar to that of a moderate amount of litter
(Butterfield 2009). On the other hand, via the production of a variety of allelopathic
compounds (Codd 1995) they can also have negative effects on the species of natural
terrestrial communities, which are presumably similar to the previously detected adverse
effects of cyanobacteria on a number of terrestrial crops (Sagrane & Oudra 2009).

Our aim was to investigate whether the the presence of cyanobacterium colonies can
alter community structure and diversity via decreasing the establishment success of vascular
plants. Thus, we aimed (i) to gather the results of previous studies about the effects of
cyanotoxins on the germination and growth of terrestrial plants, and (ii) to test the chemical
effects (i.e. excluding potential physical effects) of a Nostoc extract on the germination and

seedling growth of selected species occurring in alkali habitats.

19



Materials and methods

1. Studying the compensation of deceptive orchids for their low fruit-set

We collected altogether 1015 mature, but intact fruits of 48 orchid species. Field
sampling took place during 2009 and 2010 in several locations across the Pannonian
ecoregion. We also collected fruits from herbarium specimens in the herbarium of the
Department of Botany, University of Debrecen. The huge amount in which the extremely
small seeds are produced causes difficulties in the quantification of the seed production. We
eliminated these difficulties by using a new method. We placed the whole amount of seeds
found in a fruit into a known volume of glycerine, and after stirring it up we pipetted 10 drops
onto object slides. After counting the seeds in each drop, the number of seeds in a fruit was
assessed based on the counted seed numbers in the drops and the proportion of the drops to
the whole volume. We obtained fruit-set and thousand-seed weight data for these species from
the literature, then we categorised them based on pollination type.

In order to provide a phylogenetic framework for the studied species we generated a
phylogenetic tree based on nrITS sequences which were obtained from the GenBank database
or we generated them newly, using field-collected leaf samples. Then we compared species
with different pollination types in terms of flower number, seed size (thousand-seed weight)
and capsular seed number (number of seeds per fruit) using phylogenetic comparative

methods (Bayesian Phylogenetic Mixed Models).

2. The dispersal of the seeds of Astragalus contortuplicatus L. in space and time

Astragalus contortuplicatus L. is an endangered, ephemer plant species, occurring
sporadically in salt meadows, river banks and semideserts. It has a disjunctive distribution
range across continental Eurasia, from Chine to Central Europe (Roskov et al. 2005). The
irregular temporal pattern of its emergence may be related to the long-term persistence of its
seeds and to physical dormancy caused by the hard, water-impermeable seed coat (Molnar V.
et al. 2015a).

For studying the endozoochorous dispersal of its seeds we used the mallard (Anas
platyrhynchos L., Anatidae), which is the most common duck species in Hungary. Ten adult

mallard individuals were used, which were housed in separate cages during the study. All ten
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birds were force-fed with 100 seed of A. contortuplicatus, which we collected in September
2012, near Tiszaroff, Hungary. Droppings were collected from the foils underneath the cages
every hour for the first seven hours, as well as 21 and 45 hours after feeding.

Intact seeds were selected from the faecal samples under a light microscope, then we
tested their viability using the germination method. As control we also tested the germination
of untreated and mechanically scarified seeds. Two-sample t-tests were used to compare the
germination of retrieved seeds with the germination of control and scarified seeds. The
relationship of retention time and germination rate was analysed using linear regression.

For studying the viability of seeds from herbaria we also used the germination method.
To obtain the highest dormancy breaking and germination percentage we tested seven
dormancy breaking methods on freshly harvested seeds, and the most proper method was
selected. We used the selected treatment for testing the viability of seeds of variously aged
herbarium specimens. We tested the dormancy-breaking methods on seeds extracted from
fruits of cultivated plants raised from field-collected sees. We were able to collect seeds from
altogether 18 herbarium sheets which were collected between 1835 and 2013. Germination
percentages of the seven treatments and the control germination tests were compared using
One Way ANOVA and Holm-Sidak tests. The relationship between age and viability of seeds

obtained from the herbarium specimens were analysed with linear regression.

3. Effects of cyanobacteria on the germination and establishment of grassland plants

We conducted a systematic literature search in Google Scholar, using the search term
,cyanobacteria” AND ,,toxin” AND (,,plant growth” OR ,,germination”). Inclusion criteria
were the followings: (i) treatment with cyantoxin or toxic cyanobacterial extract, (ii) dealing
with terrestrial vascular plant(s), (iii) measurement of the effects on seedling growth and/or
germination and (iv) comparison with untreated control.

For the germination tests we collected terrestrial Nostoc colonies in the Hortobagy
National Park, Hungary. After the isolation and culturing of the Nostoc species we prepared a
20 g L water extract. Seven characteristic species of alkali grasslands (Agrostis stolonifera,
Aster tripolium ssp. pannonicus, Beckmannia eruciformis, Hordeum hystrix, Lepidium
ruderale, Plantago schwarzenbergiana and Puccinellia limosa) were selected for the tests. In
addition, we also selected an invasive grass (Hordeum jubatum) recently invading alkali

grasslands in the study region and an easily germinating perennial forb (Trifolium repens).
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Two treatments were used: (i) watering with tap water containing Nostoc extract, and (ii)
watering with only tap water (control treatment). At the end of the experiment (after 5 weeks)
we counted and removed the seedlings, and measured their fresh- and dry weight, dry weight
content and shoot length. We tested the effect of treatments and species identity on
germination and seedling growth by Generalized Linear Models (GLMs). To indicate
significant differences (p<0.05) in dependent variables between treatments within a species t-

tests were used.

Results

1. Fruit- and seed production of orchids with different pollination types

Capsular seed numbers ranged from 910 to a maximum of 19,726. On average,
deceptive species set about two times as many seeds in a capsule as nectar-rewarding ones.
Seed numbers per shoot ranged from 4,379 to 178,710. The highest seed number per shoot
was recorded for deceptive species, but the difference between the pollination types was not
as pronounced as in the case of capsular seed numbers.

Pollination type had a significant effect on fruit-set: the fruit-set of deceptive species
was found to be significantly lower than that of nectar-rewarding ones. Pollination type had
no effect on and thousand-seed weight, but significantly affected capsular seed number, as
capsular seed numbers of deceptive species were found to be significantly higher than that of
nectar-rewarding ones. Flower number was affected by pollination type as autogamous
species had significantly fewer flowers than nectar-rewarding ones, but there was no
difference between the flower number of nectar-rewarding and deceptive species. We also
analysed the effect of pollination type on seed number per shoot, but we found no difference
between the seed number per shoot of different pollination types Habitat preference and
growth habit had no effect on any of the studied variables.

2. The dispersal of the seeds of Astragalus contortuplicatus L. in space and time

Seeds of A. contortuplicatus were found in the faeces of each of the 10 mallards, but
the number of intact seeds retrieved varied highly among individuals (median + SD = 15.5 £
19.3, range: 4-53). In total, 24.7% of all seeds fed (247 out of 1000) were retrieved apparently
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intact. From the total of 247 seeds retrieved, 66 (26.7%) germinated. Each mallard passed at
least one germinable seed, but the number of germinable seeds varied highly among
individuals (median £ SD = 5.0 + 5.7, range: 1-20). The proportion of retrieved seeds that
germinated (26.7%) was significantly higher (p < 0.0001) than that of untreated control seeds
(0.5%), but was significantly lower (p < 0.0001) than that of artificially scarified seeds
(96.0%). Seeds retrieved from the droppings of mallards germinated readily and developed
into healthy mature plants, which flowered richly and developed fruits.

In the case of freshly harvested seeds the highest germination percentage was detected
after scarification and light treatment during germination. Thus, we used this treatment for
inducing the germination of the seeds from herbarium specimens. Viable seeds were found for
the half of the 18 tested herbarium specimens during the tests. The highest viability (56.3%)
was detected in the youngest, 3-year-old samples, but surprisingly similarly high viability
(53.3%) was detected also for the 103-year-old sample. The oldest viable seeds were 131
years old. Linear regression showed a significant negative correlation between the age and the
germination percentage of the samples (R=-0.643, p < 0.001). Based on the equation of linear
regression the calculated maximum of viability of seeds was 309 years. Seeds originated from
herbarium specimens also germinated readily and developed into healthy mature plants,

which produced flowers and ripe fruits without any pollinators, i.e. autogamously.

3. Effects of cyanobacteria on the germination and establishment of grassland plants

We found 45 studies that met the inclusion criteria. Altogether, these studies dealt with
27 species from eight plant families. Most studies reported that cyanotoxins and extracts have
concentration-dependent negative effects on the germination and/or growth of the studied
plants. A few studies reported no significant effect or positive effects.

Species identity had a significant effect on each measured variable except the dry
matter content, and Nostoc treatment on each variable except dry weight. Their interaction
had a significant effect only on germination rate and the fresh weight of seedlings.
Germination rate of five species was significantly lower in the Nostoc extract treatment
compared to the control. ). In most cases no significant differences were detected in seedling
fresh and dry weight and shoot length between treated and control except for Hordeum
jubatum, where for both three features significantly lower values were detected in the treated

pots.
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Conclusions

1. Fruit- and seed production of orchids of different pollination types

Consistent with previous studies (Neiland & Wilcock 1998), we found that deceptive
orchids have significantly lower fruit-set than nectar-rewarding taxa. However, our findings
suggest that this does not necessarily equal low reproductive success, since deceptive taxa can
effectively compensate for their reduced pollination success by producing more seeds per
fruit. As a result, total seed numbers per shoot recorded in this study did not differ between
pollination types.

There are known benefits of deceptive pollination, such as (i) lower energy
expenditure due to the lack of nectar production and (ii) higher genetic variability due to
decreased probability of geitonogamous pollination (Jersdkova et al. 2006). Jersakova et al.
(2006) also admitted that despite these benefits, the evolutionary stability of this strategy is
hard to explain, as, at least when pollinators are scarce, mutations for nectar production would
easily spread through the whole population. The benefits mentioned above together with the
seed production patterns we found in the present study can at least partly explain why
deceptive strategies are so widespread in the orchid family. It also points out that multiple
aspects of reproductive output need to be taken into account to fully evaluate the reproductive
success of an evolutionary strategy (Sonkoly et al. 2016).

However, the origin and maintenance of these patterns of seed production remains an
important question. Many plant populations can be severely affected by the observed
pollinator declines (Biesmeijer et al. 2006) and a diverging phenology of plants and their
pollinators due to climate change (Kudo & Ida 2013). Phenological mismatch may effect
deceptive orchids especially strongly (Molnar V. et al. 2012). This could mean that some of
the differences between nectar-rewarding and deceptive orchids that we observe today could
be a recent phenomenon caused by climate change or pollinator decline, although evidence
for such a link is lacking to date (see Molnar V. et al. 2015b). How these pollination systems

will cope with the challenges of a changing world remains an important question.
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2. The dispersal of the seeds of Astragalus contortuplicatus L. in space and time

Our study demonstrates that the rare milkvetch A. contortuplicatus has a high potential
for endozoochory by Anatidae. A quarter of seeds ingested by ducks were retrieved intact,
and of these more than a quarter retained their germinability. Some of the seeds were retained
in the digestive system for more than 21 hours. The mallard has a maximum flight speed of
around 78 km/h. Thus, seeds retained for more than 21 hours in their digestive system can
potentially travel as far as 1,600 km inside the digestive tract of migrating birds.

According to our results, rarity of a wetland-associated plant species is not necessarily
an indication of dispersal limitation. The distribution of A. contortuplicatus in Hungary could
easily be interpreted as evidence that the species is strongly dependent on dispersal via water
(hydrochory), with a poor ability to disperse between hydrological catchments. However, our
results indicate that the species has a high potential for long-distance dispersal of seeds by
waterfowl between catchments, which is likely to explain its sporadic presence in different
catchments (Molnér V. et al. 2015).

Artificially scarified seeds had higher germination percent than untreated seeds. Our
results suggest two physical dormancy-breaking mechanisms are likely to operate in nature.
First, the hard seed coat of A. contortuplicatus may be degraded by abrasion caused by
alluvial sediment during floods. Second, the seed coat may be damaged by the mechanical
effect of grit and/or the chemical effect of digestive enzymes within the gizzard of waterfowl
that ingest the seeds. This study demonstrates that waterfowl can disperse not only widely
distributed, common plants (such as most of those listed by Brochet et al. 2009), but rare
plants with a limited distribution, such as A. contortuplicatus also has a high potential to be
dispersed by them. For many such plant species, specific habitat requirements are more likely
to explain rarity than dispersal limitation.

Viability of more than 100 years old seeds stored in biological collections (herbaria
and seed collections) have been recorded several times previously, for 23 species of 19 genera
representing eight plant families. Of these 23 species 12 belong to the Fabaceae, but most of
them are tropical or subtropical shrubs and trees. Thus, these are the oldest seeds of a
herbaceous legume that germinated, and regarding all species this record is the 9" oldest from
a biological collection. In addition, we showed that species has a high selfing ability. The
theoretical viability of 309 years predicted by the linear regression indicates that even older

viable seed may be in other herbaria.
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From a conservation point of view, the extremely long-term viability of its seed means
that the conservation of A. contortuplicatus can be effectively supported by seeds stored in
collections. Our results suggest that its seeds from herbarium specimens can be successfully
used in ex situ conservation for subsequent reintroduction and population reinforcement.
Plants originated from seeds of herbarium specimens can be reintroduced to the same
localities where the given herbarium specimen was collected, as these can be localised
relatively easily, this way ensure that reintroduced populations are well-adapted to local
environmental conditions. Our results also suggest that herbarium collections should be

analysed in this respect, especially for other hard-coated species.

3. Effects of cyanobacteria on the germination and establishment of grassland plants

According to our literature search, until now altogether 45 papers dealt with the effects
of toxic cyanobacteria on the germination and growth of terrestrial plants. However, these
studies dealt with crop plants and another few economically important grassland species
(Festuca rubra, Lolium perenne and Trifolium repens). They were focused mostly on sites
and species contaminated by cyanotoxins via spray irrigation with cyanobacteria-containing
water (Wiegand & Pflugmacher 2005). Even though there are several papers examining the
chemical effects of cyanobacteria on terrestrial plants, their effects on the natural flora and
plant communities have remained unclear.

Our results suggest that the presence of Nostoc colonies may affect the establishment
of grassland species. We found that the effect of the Nostoc extract was species-specific,
which suggests that Nostoc species can be an indirect driver of the interspecific competition
between grassland plants. Our results also suggest that Nostoc species can have an important
role in biotic filtering and in determining which species of the local species pool can be
assembled into the community (Diaz et al 1998). We observed the most severe adverse effects
in the germination and establishment of the adventive, invasive grass Hordeum jubatum. This
indicates that this species is probably not adapted to the allelopathic effects of the studied
Nostoc species, which may restrain its colonization in natural grasslands with high amount of
terrestrial Nostoc colonies.

The potential effects of cyanobacterium colonies on grassland vegetation and their role
in vegetation dynamics has been largely overlooked so far. Although a lot of other factors

must be kept in mind when assessing the effects of cyanobacteria, our results draw attention
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to the fact that some primarily aquatic organisms like cyanobacteria should also be considered
in evaluating plant establishment in terrestrial ecosystems where they occur. The interaction
of terrestrial plants and cyanobacteria can even change the outcome of plant-plant
interactions, through which it can play an important role in shaping diversity, species

composition and structure of natural plant communities.
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New scientific results

10.

By using a new method we quantified seed production in 1015 fruits of 48 orchid taxa,
and we compiled a database containing the fruit-set, flower number, thousand-seed
weight, and seed number per fruit and per shoot of these species.

We demonstrated that fruit-set in itself is not sufficient to evaluate the reproductive
success of orchids, as deceptive species can effectively compensate for their lower
fruit-set by producing significantly more seeds per fruit.

We showed that due to the higher capsular seed number of deceptive orchids there is
no difference in the seed number per shoot of different pollination types, which can
explain why deceptive strategies are so widespread in this family.

We confirmed that the seeds of Astragalus contortuplicatus are able to survive passage
through the guts of mallards.

We demonstrated that passage through the guts of mallards significantly improves the
germination of A. contortuplicatus seeds compared to untreated control seeds, thus this
species has a high potential for endozoochorous dispersal by waterbirds.

We determined the best dormancy-breaking method for the germination of A.
contortuplicatus seeds.

We confirmed that A. contortuplicatus seeds can retain their viability for up to 131
years in herbaria, and that herbaria can be used as resources for saving endangered or
extinct plant species.

We compiled and assessed the literature records of the germination of more than 100
years old seeds originating from biological collections.

We compiled and assessed existing knowledge about the effects of toxic cyanobacteria
on the germination and seedling growth of terrestrial plants.

We demonstrated the species-specific effect of a Nostoc (Cyanobacteria) extract on the
germination and seedling growth of species of alkali grasslands, through which the
presence of Nostoc colonies can affect the structure, composition and diversity of

alkali grasslands.
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