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1. Uvod

Mykorhizni symbiéza je iezitou sodasti terestrickych ekosystémUdava se, Ze
vice nez 80 % druhrostlin je schopno twit mykorhizu s fidnimi houbami (Wang a Qiu,
2006). V sodasnosti je rozliSovanoc¢holik typt mykorhizy na zékla#l zpisobu kontaktu
mezi kaeny a houbou.

Pro ektomykorhizni symbidézu (ECM) je charakterisfitiyfovy pla$ obalujici Spiky
kofenmi a tzv. Hartigova $itvorena houbovymi vidkny v mezib&nych prostorech; hyfy
vS8ak nepronikaji do bwk. Pokud vldkna pronikaji do bék hostitelské rostliny, mluvime jiz
o endomykorhizni symbidze. Tuteme dale rozdit na arbuskularni mykorhizu, erikoidni
mykorhizu a orchideoidni mykorhizu (OM). Pro uUplhog ftreba je& vzpomenout
ektendomykorhizu. Ta kombinuje znaky obotedqchozich a iizeme ji dale roz#it na
mykorhizu arbutoidni, monotropoidni a pyroloidniry@dler a kol., 2004). Ze vSech vySe
vyjmenovanych tyfd mykorhizy se dale budu zabyvaepazr jen orchideoidni mykorhizou.

BéZznou mykorhizu mZzeme popsat jako mutualisticky vztah houby s aohoir
rostlinou, kdy rostlina od houby ziskdva minerdéiky a vodu a houbpiedavacast uhliku
ziskaného &hem fotosyntézy. Existuji vSak vyjimky. Ufiplizn¢ 450 druli rostlin
nalezejicich dotuznych celedi (Merckx a Freudenstein, 2010) bylo Zj&t, Ze od houby
ziskavaji i uhlik a stavaji se tak parazity. Tempdsob vyZivy se nazyva mykoheterotrofie
(MH) (Leake, 1994).

1.1. Orchideoidni mykorhiza

Tento typ mykorhizy je typicky pro vSechny druhyetedi Orchidaceae, u Zadné dalsi
eledi pozorovan nebyl (Gryndler a kol., 200&gled” Orchidaceae, s odhadovanymiism
druhi 20 000 az 35 000 (Dressler, 1993 a 2004; Malbed®@7; Cribb a kol., 2003); je
v souwtasné dob povazovana za nejisi ¢eled vibec (Cribb a kol., 2003; WCSP, 2012).
Vyvojoveé se jedna o izolovanowtev fadu Asparagales, ktera se dlild pired 76 az 84 mil.
let (Ramirez a kol., 2007). Orchideje maji centmazSiteni v tropech, ale fizeme je nalézt
po celé zerkouli az po borealni pasmo.iMeme najit jak terestrické, tak i epifytické a
litofytické rastové formy. Navzdory této rozmanitosti spojuje ohégy orchideje jejich
zavislost na mykorhiznich houbackhliem klceni, kdy semena nejsou schopn&iklbez
piitomnosti vhodné symbiotické houby (iaRasmussen, 1995; Gryndler a kol., 2004; Smith
a Read, 2008). DalSi¢wi, unikatni pro vSechny orchideje, je Utvar nangvgrotokorm.
Jedna se o specificky Ehi Gtvar orchideji a odpovida hypokotylu aiféeovému zakladu u
ostatnich rostlin. Vznika z embrya a pégde diferencuje v jednotliva pletiva.



Orchideoidni mykorhiza byla poprvé popsana né&apa 20. stoleti Bernardem (1909)
a Burgeffem (1909). Jimi popsana forma je nazyvtnhgpofagni. Pozgi pak byla jest
popséana daleko vzagsi ptyofagni forma (Burgeff, 1932 a 1936), jezgim znama jen u
nékolika nezelenych tropickych dratorchideji (Gryndler a kol., 2004). Hlavni rozdilem
témito dvwma typy je ve zfisobu fistu hyf. Zatimco u ptyofagni formy pimtaji jednotlive
hyfy buikami kd‘ene, u tolypofagni formy hyfy uviitourgk korene vytvéeji smotky i
klubicka zvané pelotony (Gryndler a kol., 2004).

Pelotony nizeme nalézt u vSech vyvojovych stadii orchidejizagtku kliceni az do
dosglosti. Slouzi k penosu zivin mezi houbou a rostlinou. Poitdr dol& pak dochazi k lyzi
pelotoni, ktera je povazovana za obranou reakci rostlimgi{fsa Read, 2008).rBdpoklada
se, ze tato lyze hraje roli ve vygivostliny (Rasmussen a Whigham, 2002). Dosud vSak
nebyla prokazana enzymaticka aktivita rostlinnycinék béhem lyze hyf, takze je mozna i
autolyza hyf samotnych (Gryndler a kol., 2004).\kimi dlouho je znamaifitomnost latek
s fungicidnimi @inky v podzemnich i nadzemnich organech orchid&ggingard, 1911). Tyto
latky ze skupiny fytoalexin (nag@. orchinol a hircinol) slouzi paténk regulaci fistu
houbovych vliaken v rostlinnych Bkach (Rasmussen, 1995).

V prabéhu ristu se nmize diametralda menit vztah orchideji s jejich houbovymi
symbionty. JelikoZ vSechny orchideje maji miniafisamena taka bez zasobnich latek, jsou
pii kliceni na mykorhize zcela zavislé — ziskavaji od hdwbyné mineralnich latek i uhlik a
da sefici, Zze na houb parazituji. Tento zisob vyzivy byva tkdy ozn&ovan terminem
pocateEni mykoheterotrofie (initial MH). Zavislost seme&ka na gisunu uhliku od houby
pak WtSinou kori po vyvinuti vlastniho asimitdiho apardtu a v do8psti ziskavaji
orchideje od houbyipvazri mineralni latky. U dosjlych autotrofnich rostlin sefedpoklada
i zpétny prenos uhlikatych latek do houby (Cameron a kol.,62@®008; Latalova a Balaz,
2010) a da se tak jiz mluvit o klasické symbidézeezMorchidejemi vSak najdeme i druhy
s absenci chlorofylu, jgadime k vySe popsanym MH rostlinam (Leake, 1994)elkem 450
druhi vysSich rostlin, u nichz byla dosud popsana plth Mth 210 pati mezi orchideje a da
se mezi nimi vystopovat miniman30 na sob nezavislych fechodi od autotrofie (AO)
k MH (Merckx a Freudenstein, 2010).

Pred rekolika lety byl uceledi Orchidaceae a Pyrolaceae popsan i mezistmezi
AO a MH nazyvany mixotrofie (MX), nebo takéast&na mykoheterotrofie (partial
mycoheterotrophy; Gebauer a Meyer, 2003; Bidartadml., 2004; Selosse a kol., 2004).
Tyto rostliny, &koli jsou zelené a fotosynteticky aktivni, ziskavé&hst uhliku od svého

mykorhizniho symbionta i v doslosti. VétSinou se jedna o rostliny s nedostatkem chlorofylu



¢i rostouci na stanovistich s nedostatkenstlay MnoZzstvi ziskanych Zivin pak n@mo
koreluje s mnozstvim chlorofylu v listech (Stockekol., 2011). U MX rostlin nélezejicich do
Celedi Ericaceae (tribus Pyroleae) byla dale &@jidt nepima korelace mezi mnozstvim
dopadajiciho slurmiho zdeni a mnozstvim ZzZivin ziskanych od mykorhizniho tiena
(Hynson a kol., 2012; Matsuda a kol., 2012). Tevetah se tak daipdpokladat i u MX
rostlin zc¢eledi Orchidaceae.

Velka ¢ast MX a MH rostlin je vdzana na ECM houby, ktand predavaji uhlikaté
sloweniny ziskané z okolnich strangBruns, 1995; McKendrick a kol., 20@0Bidartondo,
2005; Selosse a Roy, 2009; Kennedy a kol., 201dbdlia Gebauer, 2011). Tento vztah se
nékdy nazyva epiparazitismus (Bjorkman, 1960). Vazaba ECM houby vSak neni
podminkou, zvlastu tropickychéi australskych drunMH a MX orchideji byv&asta vazba
na saprotrofické druhy hub (Martos a kol., 2009ufagTsujita a kol., 2009; Dearnaley a
Bougoure, 2010; Girlanda a kol., 2011; Sommer a ROI12).

1.2. Houbovi partnefi

VétSina AO a skteré MH orchideje se poji s druhy hub z polyfydk& skupiny
,shizoctonia’ patici mezi Basidiomycota. Tato skupina byla popsémaaklad anamorfnich
stadii, kterd byla kultivovana a umoznila rélidd skupinu do w®kolika rodi. Z nich se
s orchidejemi poji rod¥pulorhiza, Ceratorhiza Moniliopsis (Rasmussen, 1995; Gryndler a
kol., 2004; McCormick a kol., 2004). Po vyvinuti vého zgisobu kultivace se potiko
vyprovokovat tvorbu teleomorfnich stadii, ktera @oylow pojmenovana jakdrulasnella
(anamorfa Epulorhizg, Sebacina (anamorfa Epulorhizg, Ceratobasidium (anamorfa
Ceratorhizg, Thanatephorus(anamorfa Moniliopsig a Waitea (anamorfa Moniliopsig
(Gryndler a kol., 2004; McCormick a kol., 2004).sWwasné dob se pro identifikaci
symbiotickych hub pouzivaji ipvazr molekularni metody. Ty umoznily zjistit
fylogenetickou pozici vySe popsanych #iaavnit: odcleni Basidiomycota a ukazaly polyfylii
skupiny ,rhizoctonia‘’, picemz rody Ceratobasidium Waitea a Thanatephorus(¢eled
Ceratobasidiaceae) Rulasnella(Tulasnellaceae) sadi dofadu Cantharellales, kdezto rod
SebacingSebacinaceae) gadi doradu Sebacinales (Taylor a kol., 2002).

Do celedi Tulasnellaceae a Ceratobasidiadadéne pevazre saprotrofni druhy hub,
které jen vzachtvori ECM (Bidartondo a kol., 2003; Bougoure a kol.02p Druhy nélezici
do €chto ¢eledi pati mezi nejhojijsSi symbionty orchideji (Dearnaley, 2007; Oteroa.,k
2007) a poji se s nimiipvazié epifytické druhy orchideji a terestrické druhyuzdich
biotopi.



Celed” Sebacinaceae je ekologicky rozmggit Na zaklad molekularnich analyz se
déli na dw zakladni skupiny A a B, navzajem se liSici ekdl@gieiss a kol., 2004). Skupina
A byla izolovana jak z MH (McKendrick a kol., 2003glosse a kol., 2002; Taylor a kol.,
2003; Okayama a kol., 2012) a MX dtubrchideji (Selosse a kol., 2004; Julou a kol.,300
tak i z ECM Spiek miznych devin (Selosse a kol., 2002; Urban a kol., 2002;sAxikol.,
2003; Moyersoen, 2006; Tedersoo a kol., 2006). BleuB je pak tvéena saprotrofnimi
druhy hub vytvéejicimi OM s autotrofnimi druhy orchideji (Weiskal., 2004; Bougoure a
kol., 2005; Girlanda a kol., 2011), erikoidni mykiau (Selosse a kol., 200@) mykorhizu
s rekterymi druhy jatrovek (Kottke a kol., 2003). ®dw¢ skupiny pak obsahuji druhy znamé
jako karenovi endofyti iznych rostlin (PeSkan-Berghofe a kol., 2004; Selaskol., 2009).
Kotenovi endofyti jsou povaZzovani za plesiomorfni sta@du Sebacinales, Zimoz se pak
vyvinuly jednotlivé mykorhizni druhy (Selosse a k@009).

DalSi ¢castou skupinou orchideoidnich hub jsou druhyitioECM se stromy. Tyto
houby jsou typické protemperatni druhy MH a MX hodeji, pro ®&Z jsou jakymsi
prostednikem pi epiparazitismu na okolnich stromech (Gardes, PGDZECM druti hub se
OM ucastni jak zastupci odbeni Basidiomycota (na&p Cortinarius [Selosse a kol., 2004;
Bidartondo a kol., 2004; Julou a kol., 200Blssulg[Girlanda a kol., 2006; Okayama a kol.,
2012; kSitelova a kol., 2012], actarius[Okayama a kol., 2012];omentellaBarrett a kol.,
2010], Inocybe[Bidartondo a kol., 2004; Liebel a Gebauer, 20185itElova a kol., 2012],
Tremellg [Bidartondo a kol., 2004]HebelomalLiebel a Gebauer, 2010KHlymenogaster
[Bidartondo a kol., 2004; &Bitelova a kol., 2012]), tak i odlkni Ascomycota (napTuber
[Sellose a kol., 2004; Bidartondo a kol., 2004Sifelova a kol., 2012]Wilcoxina [Ogura-
Tsujita a Yukawa, 2008;¢&Bitelova a kol., 2012]).

U tropickych druli orchideji bylo v sotasné dob objeveno mnoho vyjimek oproti
relativre dolre prozkoumanym temperatnim déum orchideji. U gkterych tropickych
asijskych a africkych MH druh orchideji byla nafiklad potvrzena symbidéza se
saprotrofickymi druhy Zeledi Mycenaceae (Martos a kol., 2009; Ogura-Taajikol., 2009),
Meruliaceae (Martos a kol.,, 2009), Marasmiaceae a(bsey a Bougoure, 2010) a
Physalacriaceae (Xu a kol., 1998)xkteré jihoamerické epifytické druhy orchideji sesea

poji s houbami #adu Atractiellomycetes (Kottke a kol., 2010).

1.3. Ekologie kli¢eni orchideji
Uz Darwin (1862) se podivoval nad malymépam semenski orchideji vzhledem

k obrovskému p&tu semen produkovanych orchidejemi. Velké mnozZstwémochornich



semen je vykoupeno jejich minimalnimi energetickyndisobami zfssobujicimi zavislost
kliceni na pitomnosti vhodné symbiotické houby a ukazuje seddedosplé rostliny se
vyvine mér nez 1% semen (Batty a kol., 2001). O r&edi orchideji v krajin tak
nerozhoduji jen ekologické naroky jednotlivych drulale i naroky symbiotickych hub, na
néZ jsou vazany. Zarowevsak o &chto vztazich mame velmi omezené znalosti zalojamé
na rekolika malo pokusech, jez bylyldny na velmi malém @ou druhi.

Z celkové produkce semen se necelych 10% dostanda@dné stanovi§ta unikne
predaci (Batty a kol., 2001). Naslednéckhi ma ®kolik fazi. U Iwnich druli semeno
nejprve prochazi asymbiotickou fazi, kdy absorbugdu a bobtna, po kterétde dojit ke
kolonizaci semene symbiotickou houbou a k naslednérstu semenéku (Smith a Read,
2008). U druhuCorallorhiza trifida vSak bylo zji&no op&né pdadi, kdy pro inicializaci
kliceni musi byt embryo nejprve infikovano symbiotickbaubou (McKendrick a kol.,
200(). Na kliceni semene ma kranpritomnosti symbiotické houby vliv i mnoho dalSich
faktori. Velky vliv ma pH a sloZzenitgy. U zatim zkoumanych drahkli¢ivost pozitivre
koreluje s obsahem organické hmoty a drasliktdé @ negativa koreluje s pH (Batty a kol.,
2001; Diez a kol., 2007). Na k#ni lesnich druinmize mit vliv také sukcesni stadium lesa a
slozeni a st opadu (McCormick a kol., 2012).

DalSim faktorem ovlisiujicim kliceni semen je roz&ni symbiotickych hub v krajé
0 nmZz mame jen velmi omezené znalosti. Saprotrofickébly byvaji povaZzovany za
vSudygitomné, ve skutaosti je vSak jejich roz&ni na lokalitach velmi nerovnammé
(Diez, 2007). NejotSi koncentrace vhodnych symbiotickych hub se d&dmgokladat v
nejblizS§im okoli dosfych rostlin giblizné do vzdalenosti 1 m (Batty a kol., 2001;
McKendrick a kol., 2002; Diez a kol., 2007), kankéavelkacast semen dopada a jen
minimum jich je peneseno na velké vzdalenosti (Jersakova a Malird@7/). Oproti tomu
ECM houby jsou vazany na vhodna lesni stanéyvida 2 jsou tak vazany i orchideje
s €mito houbami asociované. Wchto drutii orchideji gitomnost dosgého jedince
orchideje jen mélo ovliwje Klicivost, a tak se poklada zaildzitou pgitomnost ECM
korenovych Spiek kolonizovanych houbou vhodnou zamvyao OM (McKendrick a kol.,
200().

Ale ani po nalezeni vhodné houby nemusi mit mladflina vyhrano. Bidartondo a
Read (2008) i» pokusu na dvou druzich rodCephalantherazjistili, Ze jencést druld hub,
které inicializovaly kliéeni, umoznily dalSi vyvoj semef&é Spektrum hub v doslgich pak
bylo srovnatelné se spektrem hub ve velmi malycmesetich. Specializace na uzké

spektrum hub v @itém ontogenetickém stadiu se vSak nepotvrdila dSilg@ jimi



zkoumaného druhilEpipactis atrorubensa nebyla pozorovana ani v dalSich studiich na

druzich z rodiEpipactis(TéSitelova a kol., 2012).

1.4. Vliv biotopu a genotypu na orchideoidni mykorhizu

Jednim z dalSich faktiyjez mize mit vliv na mykorhizni asociace, je biotop,&ni
rostlina roste. Ogura-Tsujita a Yukawa (2008) analyze symbiotickych hub u Siroce
rozSteného druhuEpipactis helleborinegjistili, Ze se druhy mykorhiznich hub liSily mezi
populacemi pochazejicimi aanych oblasti atznych tym lesa, auth vSak nezjistili rozdil
v genotypech rostlin (na zakkaahloroplastového Useku trnL-intron) z jednotlivychlasti.
Naopak Taylor a Bruns (1999) zjistiliipanalyze mykorhiznich asociaci dvou diutodu
Corallorhizakrome vlivu biotopu i vliv genotypu — dvrizné variety stejného druhu rostouci
na jedné lokalit se pojily s#iznymi symbiotickymi houbami a jejich druhovéa spekse
vzajemr negekryvala (Taylor a Bruns, 1999).

Je obtizné odlisit vliv biotopu a genotypu, prottyte dva vlivy se vzajemnprolinaji
(Taylor a Bruns, 1999). U orchideji se SirSim sparkt symbiotickych hub se ddgupokladat
hlavrg vliv biotopu, kdy se rostlina vaZze se symbiotickyraubami vyskytujicimi se v daném
biotopu (Ogura-Tsujita a Yukawa, 2008). Naopak stlno s izkym spektrem houbovych
symbionfi prevlada pravépodobré vliv genotypu — rostlina se bez rozdilu biotopie&e
svou typickou symbiotickou houbou (Taylor a Brut899). Pro odliSeni vlivu genotypu a
biotopu na mykorhizni asociace u diuke Sirokou ekologickou valenci se hodi pokus
S vysévanim semen pochazejiciclizngch biotofi na lokalitach matskych a sesterskych
(Ogura-Tsuijita a Yukawa, 2008g3itelova a kol., 2012). Porovnanim mykorhiznichtipeti
blizce gibuznych drufi s rozdilnou ekologickou valenci a rozdilnymi n3raia stanovist
pak mizeme od sebe odlisit vliv dalSich biotickych a &blg/ch faktof.

1.5. Ekologie a mykorhizni asociace studovanych druin

Pro zjiS&ni vlivu biotopu na mykorhizni asociace jsem singliruhyNeottia ovataa
N. cordata Tyto pibuzné druhy se IiSi ve svych ekologickych néaroc&chnikdy se
nevyskytuji spolu. Zatimco druN. cordataje ve stedni Evrog striktné vazan na horské
klimaxové sméiny, N. ovataje druh s Sirokou ekologickou valenci vyskytujgd jak na
lu¢nich, tak v lesnich biotopech. Diky tomu se tytohgrzdaji byt velmi vhodné pro vyzkum
mykorhiznich partnéra odliSeni vlivu biotopu a genotypu.

Rod Neottia pati do tribu Neottieae a podledi Epidendroideae. Do tohoto rodu je
v sowasné dob fazeno wkolik desitek drub, z nichZ fi se vyskytuji v Evrop: Neottia

cordata N. nidus-avisaN. ovata



Z celého roduNeottia mame ucele})Si poznatky o mykorhiznich asociacich jen u
nezeleného MH druhdd. nidus-avis Tento druh je vazan na ECM druhy hub nalezejici d
¢eledi Sebacinaceae skupina A (Selosse a kol., 2{#)i2hZ prostednictvim ziskavé uhlik od
okolnich strond. Do tribu Neottieae pak gatmnekolik druhi orchideji, u nichz byla zji8ha
mixotrofie (MX) a zavislost na ECM houbach (ro@ephalantheraa Epipactis Selosse a
kol., 2004; Julou a kol., 2005; Abadie a kol., 2D0&hledem k tomu, Ze je MX povaZzovana
za evoléni predstupé MH (Selosse a Roy, 2009), mohla by $edmokladat existence MX
druhi uvnitt roduNeottig podobr jako se to potvrdilo napu roduCymbidium(Motomura a
kol., 2010).

Ze zbylych dvou evropskych drahrodu Neottia mame znalosti o mykorhiznich
asociacich fevazre u druhuN. ovata U tohoto druhu, jenZ roste jak nacich, tak na
lesnich stanovistich, byly pomoci metody kultivagetény houby nalezejici do skupiny
srhizoctonia’ (Downie, 1959; Rasmussen a kol., 9@pomoci molekularni identifikace pak
byly v obou druzich potvrzeny saprotrofni druhy hskupiny B ¢eledi Sebacinaceae
(Kotilinek, 2010). U druhiN. ovatabyla navic provedena izotopovéa analyza, ktera azaik
prikazné obohaceni o uhlik pochazejici ze symbiotickyab a tento druh tak Ize s n&gi
pravdépodobnosti povazovat za AO (Gebauer a Mayer, 20@&|lersoo a kol., 2007,
Kotilinek, 2010). Podobné vysledky byly z§igt i pro druhN. cordata u rthoz vzhledem
k vyskytu na zastimych lesnich stanovistich a malé listové ploSea X povaZzovana za
velice pravdpodobnou (Kotilinek, 2010).

Analyza mykorhiznich hub byla provedena pouze \péog&h a jen na malém ptu
lokalit, zarove také nemame zadné poznatky o druzich hub,édgsou tyto druhy vazany
béhem Kklteni. Spektrum symbiotickych hub se také&iZzen Ehem ontogeneze d&nit
(Bidartondo a Read, 2008). Znam neni aribph kliceni. U Siroce roz&tného druhuN.
ovatase také nevi nic o vlivu biotopu na mykorhizni@aoce. Pestoze u tohoto druhu nebyla
prokdzana MX, je mozné, Ze na lesnich lokalitaateltiento drulkastji vazan s ECM druhy
hub. Zarové u populaci dlouhodabrostoucich v lese mohlo dojit kipptisobeni se tomuto
biotopu. Pro odliSeniffpadného vlivu genotypu na mykorhizni asociace aiidhovata byla

zvlag® sazena semena pochazejici z lesnickirddb populaci.



1.6. Cile prace
V této praci bych se célitpokusit odpo¥dét na nasledujici otazky pomoci vysévaciho
pokusu na dvou druzich z rotlleottialiSicich se ve svych stanoviStnich narocich:
1) Je kl€eni obou drut ovlivnéno stanovigtim a pivodem rostlin (u druhi. ovatg?
2) Se kterymi houbami se oba druhy poji? LiSi sekspm houbovych partnérdle
typu stanovist?

3) Meéni se spektrum symbiotickych hubhem vyvoje rostliny?

2. Metodika

2.1. Popis modelovych druha

Neottia ovata(L.) R. Br. — je jeden z ne§firgji se vyskytujicich drutn orchideji
v Ceské republice. Ma rozsahly euroasijsky aredl rem&i mizeme ho najit v celé Evrép
s vyjimkou severni SkandinavieN. ovata ma S$irokou ekologickou valenci aGeské
republice se vyskytuje od nizin po podhorskeé obleetioukach i viiznych typech sstlych
lesi. Nikdy neroste v sil&izastigném podrostu (Prochazka, 1980).

Neottia cordata(L.) R. Br. — jedn& se o vzacny druh, ktery je stedni Evrog
striktné¢ vazany na horské klimaxoveé sfimy. Druh ma cirkumpolarni roz&ni a nizeme ho
najit v horskych oblastech celé Evropy. Ve Skandirs® vykytuje i v nizSich polohach nejen

v raselinnych snginach, ale i na okrajich blatkovych liqiProchazka, 1980).

2.2. Popis lokalit

Pro pokus byly vytipovany vhodné lokality leZici Bamav a ve Smiinach. Rivodr
bylo vybrano 6 lesnich a 6 dmich lokalit druhuN. ovataa 6 lokalit druhuN. cordata
V prab¢hu pokusu (po vlozeni vSech ratké do pidy) vSak byla &Zbou znéena lokalita
druhu N. cordatau Jezerni sl&t Tato lokalita tak byla z dalSich analyz vyiena. BIliZSi
popis lokalit je v piloze (Riloha 1.)

2.3. Vysévaci pokus

Pro vyzkum schopnosti semen modelovych dridicit na vlastnich lokalithch a
lokalitach sesterského druhu jsem pouzil réikogou metodu vyvinutou Rasmussen a
Whigham (1993), $ které jsou semena vloZzena do jemné nylonovevsily uzavené do
rameku na diapozitivy. Hustota okt&iviny (48 um) umo#uje vstup mykorhiznim houbam a
mikroorganisnim. Rameéky se vkladaji do jdy pod Uhlem asi 45° do hloubky cca 5 cm.



Tato metoda umaditije kliceni semen v tdka grirozenych podminkach a nasledné snadné
vyjmuti z pady.

Semena pouzitd pro vysev jsem ziskal ze zralychesén rostlin sebranych na
vybranych lokalitach. Na kazdé lok&libylo sebrano 10 semeiiik 10 rostlin uN. ovataa 5
semeniku z 10-20 rostlin (dle velikosti populace)dwhu N. cordata Semena byla
uchovavéana v chladtte i teplo€ 4 °C. Ze semen jsem poté vyfldii snmesné vzorky —
lesniN. ovata luéni N. ovataa N. cordata Semenad\. cordatabyla v samostatném raxiie:,
semenad\. ovatabyla vkladana dotenych rameka, kdy kazdy rameek obsahoval gku se
semeny lesni sési a sfku se semeny i smesi. Mnozstvi a kvalita semen jednotlivych
smesi jsou uvedeny v Tab. 1; mnoZstvi a druhy rdmesloZenych do pdy na jednotlivych
lokalitach jsou uvedeny v Tab. 2. R&tke byly na lokalitich sazeny vigehu z&i. Malé
mnoZstvi raméku se semenyN. cordatavysazenych &em roku 2008 bylo Zsobeno
nedostaténym mnozstvim sebranych semen, jez byléspppeno malou produkci semen u
tohoto druhu. Proto bylo vysazeni opakovano i er@®09 s na¥ sebranymi semeny obou
druhi, ale i tento rok bylo mnozZstvi ziskanych semerhdi. cordatapiilis malé a gkteré
lokality tak byly vynechany

Rameky se semeny obou drailbyly poté zasazeny spol@ na kazdé lokal# do 4-6
skupin nachazejicich se pobliz dégph jedinai N. ovatac¢i N. cordata Kazda skupina
obsahovala 3-4 raniky se semeny. ovata 1-2 rameéky se semeny. cordatabyly jen
v nekterych skupinach. Tento design namél mmmoznit porovnat kéiivost obou druh na
vlastnich i sesterskych lokalitdch a odhatfivady limitace roz&eni v biotopech sesterskych
druhi; zda je limitace zfisobena rozgnim vhodné mykorhizni houby &hto biotopech
nebo jinym biotickynti abiotickym faktorem.

Béhem let 2010 a 2011 byly vSechny rase postupg vyjmuty (paty vyjmutych
rameka jednotlivych druli jsou uvedeny v Tab. 2). Nasledbyla semena zkontrolovana
pod binolupou a rozdena do nasledujicich kategorii: 1) mrtvd — semsmaluntelym
embryem, 2) nektici — neprojevujici Zadnou znamkuddni, 3) kltici — semena v gate:ni
asymbiotické fazi klieni, 4) protokorm — embryo vyrazrdiferencovano, 5) oduiely

protokorm.

Tab. 1. Mnozstvi semen vkladané do ratké a kvalita semen v jednotlivych gsich.
Rok 2008 2009
podil semen g prame¢my paiet] podil semen g praimgmy paset
Druh semen | embryem (%)] semen (£SD)} embryem (%)| semen (£SD)

N. cordata 78,5 60 (£5,9) 96,4 135 (x11,1
N. ovatalouka 97,2 86 (+13,8) 97,5 194 (16,7
N. ovat: les 95 86 (+13,8 96,8 174 (+28,4




Tab. 2. Pasty rame&ka vioZzenych do pdy a vyjmutych z fdy na jednotlivych lokalitach. Vystlivky: ZR
Ztraceny rybnik; ZS Ztracena 8jePN Pt&i nadrz; NM Novohtiské ma@aly; BO Boubin; JS Jezerni 8javD
MysSi domky; VB \telna pod Boubinem; VK Vinice louka; LH Louka u Hahz.L Lsténi; JK Javornik louka;
VS Vinice les; SP Slatinny potok; KP Keply; NC NigoNB Nebe; JL Javornik louka; N®. ovata NC N.
cordata

! okalita Jezerni st4JS) byla zniena a ramgky jiz nebyly vyjmuty;?Rameky sazené v roce 2008 + sazené
v roce 20092U lokalit Javornik louka a Javornik les nejsou malty zkuSebni ranséy vyjmuté uZ v roce 2009
kvili kontrole rychlosti vyvoje (dva u kazdé lokality)

Vlozené ramecky Vyjmuté ramecky
Rok 2008 2009 Rok 2010 2011
Lokalita | NO NC | NO NC | Celkem | Lokalita | NO* NC? | NO* NC? | Celkem
ZR| 16 4 18 14 52 ZR 8+4 2+4 | 4+12 2+8 44
ZS | 18 4 14 10 46 ZS 8+4 2+3 | 9+10 2+7 45

| PN | 18 4 18 14 54 PN 9+4 2+3 | 9+12 2+10 51

SINm| 12 4 14 10 40 NM 9+4 2+43 | 3+10 2+7 40

gl BO | 18 4 14 10 46 BO 13+4 443 | 549 0+7 45

Z|Jis'| 12 4 14 10 40 JS 0 0 0 0 0

_|wvp| 12 0 14 7 33 MD 8+4 0+2 | 4+10 0+5 33

Slve| 12 0 14 7 33 VB 6+4 0+2 | 3+8  0+5 28

2l vk | 12 0 14 0 26 VK 8+4 0 |4+10 © 26

ElLH| 18 4 14 0 36 LH 8+4 2+0 | 9+9 2+0 34

gl L | 18 4 18 14 54 LL 12+4 3+2 | 649 1+8 45

Z| k| 18 4 14 7 43 JK 13+4 3+2 | 2+10 0+4 3g®
_Jvs] 22 0 14 0 26 VS 8+4 0 [4+10 O 26

Slsp| 12 o0 | 14 0 26 SP 8+4 0 |4+10 O 26

Ll kp| 12 0 14 7 33 KP 8+4 0+2 | 4+10 0+5 33

gl Nc| 18 4 14 7 43 NC 12+4 2+2 | 5+10 1+5 41

2| NB| 17 4 18 14 53 NB 7+4  2+2 | 8+13 1+9 46

Z|l | 18 4 14 7 43 JL 11+4 3+2 | 5+10 0+5 40°
Soudet | 273 48 | 268 138 727 Soudet | 224 59 | 260 98 641

2.4. Analyza symbiotickych hub v protokormech

Pro zjiSeéni mykorhiznich partnér bchem klceni byly pouzity protokormy ziskané
z rameka vyjmutych z mdy. Protokormy pochazely ze semen sazenych jaker 2008, tak
2009. Celkem bylo ziskano 68 protokdrnfz celkového p&u 86 nalezenych Zivych
protokormi, Friloha 1V) dostatén¢ velkych pro analyzu symbiotickych hub, a to fdesnich
lokalit N. ovata(Nicov, Keply a Slatinny potokjityi lu¢nich lokalitN. ovata(Javornik louka,
LSteni, MySi Domky a Louka u HanZl a jedné lokalityN. cordata (Ztraceny Rybnik).
Protokormy byly po vyjmuti z randkn ociStény a zamrazeny a pouzity zvtasa molekularni
analyzu symbiotickych hub. Celkem nakonec bylo ywr@atano 45 protokorin

2.5. Analyza symbiotickych hub v ka‘enech dosplci

Pro zjis&ni mykorhiznich partnérdosglych rostlin byly provedeny odipy koreni.
U druhuN. cordatajsem odebiral vzhledem k velikosti rostliny cedlipnce, a to vzdytit
z jedné lokality. U jedint N. ovatajsem odebral poréch kdenech z gti rostlin na kazdé
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lokalité, kvili minimalizaci posSkozeni rostliny. Keny byly po odbru ocistény, vioZzeny do
60% etanolu a igvezeny do laborate, kde byly rotezany po 0.5 cm. Byla zjiévana
piitomnost a kvalita houbové infekce. Z infikovany&@sti byly néezany 2 mmezy, které
byly nasleds zamrazeny { -20 °C. Bthem dalSich analyz byl pouzit vZzdy minimé&jeden
fez z kazdé rostliny,&Sinou vSak jeden az dvazy z kazdého infikovaného iame. Kazdy
ez byl izolovan zvl&s

Pro nasledné analyzy byly pouZity vzorky ze vSedtalit N. cordata(analyzovani 2-3
jedinci na lokalitu); u druhiN. ovata(analyzovani 2 - 4 jedinci na lokalitu) pak bylgyzity
pouze vzorky k#en z lokalit Louka u Han#l, MySi Domky, LS¢ni, Javornik louka, Javornik
les, Vinice les, Slatinny potok, Keply a Nicov. Walyzach dalSich lokalit nebylo
pokratovano, jelikoz z nich nebyly ziskany Zadné protokgrLokality Vinice les a Javornik
les, u nichz také nebyly zji&ty protokormy, byly analyzovany jeSpred vyjmutim rameki
Z pady.

2.6. Metody molekularni identifikace

Pro izolaci DNA z protokortin byl pouzit kit Invisorb spin Plant Mini Kit (INVIEK
GmbH) dle pokyih vyrobce. Jediny rozdil byl vifgani PVPP (Polyvinylpyrrolidon) dhem
rozdrceni vzorku pro odstrami sekundarnich metabadiit Pro izolaci DNA z dosflych

rostlin byla pouzita metoda CTAB dle protokolu ugadho v piloze.

Béhem néasledné PCR byl IIS1fungal
e f IIs1,.

amplifikovana c¢ast Useku 18S, cely TS5, ITs3,,
Usek ITS1, 5.8S, ITS2 &ast Useku 188 S

] . 5.8
28S rDNA (Obr. 1). B ptipraw snesi rDNA ITS1 DNA ITS2 2rD8NAS
pro PCR jsem pouZival Plain P

E— -~ -~ o
Master Mix (Top-Bio) a sloZeni reakc 1152 L4 [TS4basidio
ITS4-5

bylo nasledujici: 7,5ul PP Master Obr. 1. Schéma sekvenovaného Gseku rDNA. Usek pro

nasedani primeru ITS3-Seb lezi na MIFS3; pro ITS4-Tul
lezi mezi ITS4 a ITS4-B; pro TW13 lezi na Useku 28S

ul 3" primeru (5 pmol), 2ul DNA a |TS4-B (basidio). Fevzato z The Bruns Lab
' (http://plantbio.berkeley.edu/~bruns/).
3,1 ul ddHO (vysledny objem 1fl).

Pro podchyceni diverzity hubrgdpokladané v kenech orchideji byly pouzity nasledujici

Mixu; 1,2 ul 5” primeru (5 pmol), 1,2

primery: ITS1-F (univerzalni pro vSechny Eumycotark rodu Tulasnella Gardes a Bruns,
1993), ITS4-Tul (selektivni pro houby rodwlasnella Taylor a McCormick, 2008), ITS3-
Seb (selektivni pro houb§eledi Sebacinaceae; Setaro a kol., 2006), ITSlv¢uralni pro
Eukaryota; White a kol., 1990), ITS4 (univerzalnd gukaryota; White a kol., 1990) a TW13
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(univerzéalni pro Eukaryota; O’Donnell, 1993). Pranperové kombinace ITS1F+ITS4 a
ITS1+ITS4-Tul jsem pouzil nasledujici cyklus: 5 mipaiateni denaturace ip 95 °C,
nasledovana 40 cykly denaturace 1 mif.9% °C, annealing 1 min.ip55 °C a elongace 1
min. a 30 s 72 °C; za¥recna elongace probihala 10 miri 2°C. Pro kombinaci ITS3-
Seb+TW13 byl pouzit cyklus: 4 min. pateeni denaturaceip94 °C, nasledovana 35 cykly
denaturace 30 siip94 °C, annealingu 30 sfip55 °C a elongace 30 2 °C; konéna
elongace probihala 10 minii 72°C. Produkt PCR reakce byl otestovédingtektroforéze, kdy
byl smichan s barvivem GelRed (Biotium) a nanesef, 6% agardzovy gel v 1x TBE pufru.
Jako standard byl pouzit 100 bp DNA Ladder (NEB).

PCR produkt ziskany pouzitim primerovych kombind€81+ITS4-Tul a ITS3-
Seb+TW13 byl purifikovan pomoci enzymu ExoSAP-ITS® Corporation) a nasleén
pouzit pro pipravu sekvenmi reakce. PCR produkt ziskany pouzitim kombinace
ITS1F+ITS4 byl pouzit pro klonovani.

Pro klonovani byl pouZzit vektor pGEM-T Vector systel od firmy Promega
(http://www.promega.com/resources/protocols/tecdmecanuals/0/pgem-t-and-pgem-t-easy-
vector-systems-protocol/). Celkem bylo z kazdéharka odebrano osm pozitivnich kolonii a
nasledg byla provedena PCR pomoci priradi7 a SP6.

P jednosnérné sekvenaci byly pouZzity primery ITS1#i(’CR kombinace primér
z&inajici ITS1), ITS3-Seb (ITS3-Seb), SP-6 (po kladmy. Ziskané sekvence jsem upravil
pomoci prograri Finch TV 1.4.0 (Geospiza Inc.), ChromasPro 1.4&cfihelysium Pty. Ltd.)
a Bioedit (Hall, 1999) a nakonec zjistil identitu pravdpodobnou ekologii porovnanim
s databazi GenBank u NCBI (http://www.ncbi.nlm.gdv/blast/Blast.cgi) pomoci metody
BLAST (Altschul a kol., 1997). Sekvence naleZekdieledi Sebacinaceae a Tulasnellaceae
byly sjednoceny do opeafaich taxonomickych jednotek (OTU) na zakl&¥% podobnosti —
tato podobnost je u hub povazovana za nejredligi a také je népsgji pouzivana (Hughes
a kol., 2009). Wkeledi Sebacinaceae i Tulasnellaceae byly na tvorbu pouZzity kompletni
Useky ITS1, 5.8S a ITS2.

2.7. Statisticka analyza dat

Pro analyzu ktivosti semen pochazejicich aznych biotoi (,piavod’) na tech
typech stanovi§ (,biotop“) bylo pouzito procento Kicich semen, tj. s@et procenta
klicicich nemykorhiznich semen (kategorie 3 v kapitdl8) a procenta mykorhiznich
protokormi (kategorie 4 v kapitole 2.3). Byly pouzity pouzgskedky u semen zasazenych v

roce 2008 a vyjmutych v roce 2010 #vddu vySSi umrtnosti semen vyjmutych az v roce
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2011 a z dvodu Spatné ktivosti vSech semen zasazenych v roce 200€iwi$t byla rovigz
analyzovana pouze u drulNi ovatakvili témer nulové kltivosti N. cordata Zobecrny
linearni model se smiSenymi efekty a binomialntritiaci (binomialni GLM) byl pouZzit na
analyzu procenta Klicich semen. Byla pouzita analyzalit-plot designu vliv pivodu a
biotopua jejich interakce byly testovany jako faktoryesspymi efekty, kde vlivbiotopu byl
testovan jako nejvyssi hierarchicky faktor protiighilité mezi lokalitami a vlivpivodu proti
variabilit¢ residudl, pricemz struktura dat byla zohletira hierarchicky usgédanymi
faktory s nahodnym efektem, tj. lokalita vysevu éhierarchicky vioZzena v biotopu
(1|biotop/lokalita/skupina). Pro otestovani roédjednotlivych hladin faktorubiotop byly
pouZzitya priori definované kontrasty.

Obdobré byl na stejném datasetu testovan yiwodu a biotopuna p@et protokorni
a velikost nej¥tSiho protokormu v randeich pomoci linearniho modelu se smiSenymi efekty
(LME), avSak z dvodu malého p&iu pozorovani (pouze 27 rathk& v tomto datasetu
obsahovalo protokormy) a nevyrovnanémutpoprotokornit v jednotlivych skupinach byl
faktor s ndhodnymi efekty zjednoduSen na 1|lokal@ddobr byla testovana zavislost
velikosti nej#tSiho protokormu v rand&u na pdétu protokorntt v rameku. Pdty
protokormi i jejich velikosti byly gred analyzou upraveny logaritmickou transformaci.

Statistické analyzy byly provedeny v programu Rzee.14 (R Development Core
Team, 2006) za pouziti knihovny Ime4 (Bates a K#10) a nime verze 3.1 (Pinheiro a kol.,
2011) a vizualizovany pomoci knihovny lattice ve@z&9 (Sarkar, 2008).

Pro vyhodnoceni rozdilu ve spektru symbiotickych &jiStnych u jedind druhuN.
cordata jedinai druhu N. ovatarostoucimi na lesnim stanovisti a jedinci drukiu ovata
rostoucimi na lenim stanovisti byla pouZita kanonicka korespordéranalyza (CCA)
provedena v programu CANOCO verze 4.53 (Ter BraaSmailauer, 2002). Pro test
vyznamnosti byl pouzit Monte-Carlo perména test s 999 permutacemi. Pro analyzu byly
pouzity vSechny druhy hub skupiny Basidiomycotd, gly pozorovany minimathu dvou
jedinai. Jednotlivé OTU ziskané deledi Tulasnellaceae a Sebacinaceae byly povaZzagény
samostatné druhy. Za nezavislé pozorovani byly powény druhy hub nalezené u

jednotlivych rostlin.

2.8. Fylogeneticka analyza dat

Fylogenetickd analyza OTU ¢&ledi Sebacinaceae a Tulasnellaceae byla provedena
pomoci programu MrBayes verze 3.2 (Ronquist a Ka0l12). Alignment byl proveden
pomoci algoritmu NJ/UPGMA v program MAFFT verze T20(Katoh, 2010) a naslegn
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upraven pomoci programu Bioedit verze 7.0.4.1. I(HE899). Vhodny model byl vybran
pomoci programu Kakusan4 verze 4.0.2011.05.28 @gn2011) na zakl&dAIC (Akaike,
1974). Analyza byla provedena vzdy dvakrat, pokagde5 x 16 generaci, kazdych 100
generaci byl ukladan aktualni fylogram. Prvnich%2%ulozenych stroiin bylo odstragno a
zbytek byl pouzit pro majoritni konsenzusétve sBayesian posterior probabilitieBPP)
nizsimi nez 0,95 byly povazovany za Sggiodpdené.

Ke kazdé OTWeledi Tulasnellaceae byla nalezena nejpod@bsekvence v databazi
NCBI pomoci metody BLAST, dale pak byla matice awph o sekvence jednotlivych driuh
rodu Tulasnellaumisgénych v databazi NCBI a o outgrougadu Cantharellales; celkem 27
sekvenci. Vzhledem kS vysoké variabilé€ v oblastech ITS1 a ITS2 byly pro
fylogenetickou analyzu pouZity pouze Usek 5.884sti Usel 18S a 28S, celkova délka
alignmentu byla 396bs. Byl pouzit SYM+G (Zharkikt®94; Yang, 1994) substitni model
vybrany pomoci programu Kakusan4.

Pro fylogenetickou analyzu OTU ¢eledi Sebacinaceae byly do maticédany
sekvence &kolika druhi roduSebacingS. vermiferag S. incrustans, S. epigaea, S. dimifiea
sekvence druhtiriformosporaindica. Dale byla matice dopéma o Sebacinaceae z{isé
jako endofytické (4 sekvencea)i jako symbiotické tastnici se ECM, OM, erikoidni
mykorhizy, ektendomykorhizy nebo mykorhizy u jate&v(Marchantiophyta) (13 sekvenci).
VSechny pidané sekvence byly ziskany z databaze NCBI. Pimgénetickou analyzu byl
pouzit region ITS2 @asti regiori 5.8S a 28S, celkova délka aligmentu byla 400bspByzit
GTR+G (Tavaré, 1986; Yang, 1994) subsiitiumodel vybrany pomoci programu Kakusan4.

29. TEM

Pro gipravu vzork na transmisni elektronovou mikroskopii byly powZitzorky
koreni obou druli a vzorek protokormu druhil. ovata Pro fixaci vzorku byl pouzit
upraveny protokol pouzivany Labor#t@lektronové mikroskopie €eskych Budjovicich.

Presné zini protokot je v priloze (Riloha Il. a 1l1.).
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3. Vysledky

3.1. Pruabéh kli¢eni

Celkem bylo analyzovano 78 965 semen (39 15&ridh a 39 811 z lesnich lokalit)
N. ovata ziskanych ze 484 rarlai a 7 018 semeil. cordataziskanych ze 157 rardei.
Vyjmout se nepoddo pouze rameéky z lokality Jezerni sta jez byla zniena €Zbou.
Vysledky kli¢eni a pezivani semen wijolé jsou v Tab. 3 ailoha IV.

Kli¢ivost semerN. ovatavloZzenych do pdy v roce 2008 byla po dvou letech 8,3 %,
po tech pak 1,2 %. U semen sebranych a nasletb¥enych do fdy v roce 2009 byla
zjiSténa takka nulova klkivost a velmi velkd umrtnost — 92 % semen bylo §otvjiz po
prvnim roce, po druhém roce to pak bylo 97 % se(@dr. 2, Tab. 3). Oproti tomu u semen
vysazenych v roce 2008 bylo po dvou letech mrt\88% semen, coz je o téiml5 % meés.

U druhuN. cordatabyla na vSech lokalitach zj&ta vysoka umrtnost, vice nez 98 %
po jednomxi dvou letech v fid¢, a zarové minimalni kicivost (< 0,2 %) semen vysazenych
v obou letech (Tab. 3). Pteth letech v fpdé pak byla vSechna semeNacordatamrtva.

Tab. 3. Kli¢eni semen drdhN. ovataa N. cordatav rame&cich v zavislosti na roce &uw a vloZzeni semen do
pudy a na roce vyjmuti zioly. U protokorni je v zavorce uveden celkovy ¢a. PAR=Pg¢et analyzovanych
rameka.

vyimuta | vioZzena drun | %kligi | %neklici |  %mrtva | %protokormy PAR
2008 N. ovata 8,26 8,74 82,56 0,39 (68) 156

2010 N. cordata 0,17 1,49 98,35 0,00 27
2009 N. ovata 0,25 7,58 92,18 0,00 68

N. cordata 0,06 1,17 98,77 0,00 32

2008 | N-ovata 1,17 3,16 95,55 0,12 (14) 88

2011 N. cordata 0,00 0,00 100,00 0,00 13
2009 | N-ovata 0,26 2,65 97,07 0,01 (4) 162

N. cordata 0,00 0,02 99,98 0,00 85

Do stadia protokormu se vyvinula pouze semena diilayatg a to na vSech typech
lokalit. Celkem jsem v ranteich nalezl 86 Zivych protokorim z nichZz 68 bylo dostataé
velkych pro analyzu symbiotickych hub, a 9 mrtvymotokormi (Priloha 1V). Protokormy
dostateng velké pro analyzu symbiotickych hub pochazelgz® lu¢nich a fi lesnich lokalit
N. ovataa jedné lokalityN. cordata(Tab. 4 a Eloha IV). NejwtSi protokorm ndfil 11,5 mm
a pochazel ze semen vlozenych daypv roce 2008 a vyjmutych v roce 2010, z lokality
MySi domky.

U druhu N. ovata nebyl zjis¢n rozdil v procentu kticich semen mezi semeny
pochazejicimi z lesnich aduich lokalit (binomialni GLMy? = 0,009, p = 0,926). Byl vSak
zjistén prikazny rozdil v kiéivosti mezi biotopy (binomialni GLMy% = 12,23, p = 0,002).

Prikazre lepsi kltivost semen byla na lokalitach s vyskytéda ovata oproti lokalitam
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s vyskytemN. cordata a to jak u semen zdaich lokalitN. ovata(binomialni GLM, z = 2,75,
p = 0,006) tak u semen z lesnich lokalit (binoni&hM, z = 2,325, p = 0,02). Mezi lesnimi
a lwknimi lokalitami N. ovata nebyl zjiS¢n prikazny rozdil v procentu Kicich semen
(binomiélni GLM, z = 0,843, p = 0,399) (Obr. 3). 4#¢menN. cordatanebyl vzhledem
k témef stoprocentni umrtnosti semen na vsech lokalitéstovan vliv biotopu.

Nebyl zjiS€én vliv biotopuani pivodu semen na get protokornid (LME, Likelihood
ratio = 0,014, p = 0,905 pro biotop a Likelihootioa= 0,03, p = 0,862 prodgpod semen) ani
na velikost protokorrin (LME, Likelihood ratio = 1,673, p = 0,196 pro kopt a Likelihood
ratio = 0,535, p = 0,465 praipod semen). Velikost nej{Siho protokormu v rant&u vSak
byla ptikazré ovlivnéna pa@tem protokorndi v daném ramiu (LME, Likelihood ratio =
7,248, p = 0,007) (Obr. 4).
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Obr. 2. Box and Whisker diagram znazojici klicivost zjiS€nou u semen druhN. ovata(snmeés semen
pochéazejicich z obou biotdpv zavislosti na roce vloZeni a roce vyjmutit@yp. Zeler je podbarven rok
vyjmuti semen z jdy a izowé rok sk&ru semen a vlozeni daigy. Boxy znazatuji mezikvartilové rozti,
whiskerspotom zahrnuji body do 1,5x ratpmezi kvartily.
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Obr. 3. Box and Whisker diagram ukazujici rozdily wkibsti lu¢nich a lesnich semeé ovatavioZzenych do
pudy v roce 2008 a vyjmutych v roce 2010 mezi jedmihi typy lokalit (s vyskytenN. cordata lesni a lgni
s vyskytemN. ovatg. Na diagramu je téz vl minimalni rozdil v klfivosti mezi semeny z lesniho &hiho
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bylo pridano malé mnoZstvi variance na ose x proto, aby\bgrafu patrné vSechny vzorky.
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3.2. Symbiotické houby v protokormech a k@&enech dosplci

Symbiotické houby se poti zjistit u 34 ze 45 analyzovanych protokdrm druhu
N. ovata u vSech 26 analyzovanych déki druhuN. ovataa u 14 z 15 analyzovanych
dosglct N. cordata Jednotlivé druhy hub zji&té v dosplcich i v protokormech jsou
uvedeny v Tab. 4. U obou dnutdominovaly houby ze skupiny ,rhizoctonia‘, a tcawhe
druhy z ¢eledi Sebacinaceae (zjigy u 93 % dosfici druhuN. cordata 92 % dosplcu
druhu N. ovataa 77 % protokoriin druhu N. ovatg, méré casté pak druhyceledi
Tulasnellaceae (zji&y u 30 % dosfici druhuN. ovata u protokorni N. ovataa dosplcu
N. cordatabyly zjis€ny vzdy jen jednou). Jednotlivé sekvenéehto drulii byly rozctleny
do 16 OTU weledi Sebacinaceae a 5 OTWaledi Tulasnellaceae.

Pri fylogenetické analyze vySlaceled Sebacinaceae jako deb podpdena
monofyleticka skupina. Tatéeled se zarove déli na dw c¢asti; a to skupinu A td@nou
ECM druhy a skupinu B twenou saprotrofickymi druhy (Weiss a kol. 2004¥t3fha mnou
zjistenych OTU nélezi do saprotrofické skupiny B, jenipgdOTU 32S se umistila na bazi
ECM skupiny A, toto umighi ma vSak malou podporu (Obr. 6).

Celed Tulasnellaceae vyslaiipfylogenetické analyze také jako debpodpdena
monofyleticka skupina. KZeme ji rozdlit na dw skupiny, A a B. Skupinu A t0 tzv.
Jadrové Tulasnellaceae’, kam piatSechny znamé druhy rodwlasnellaa umistila se do ni
rovnéz ¢ast mnou izolovanych sekvenci. Skupina B je wnéha bazi skupiny A a gak ni
jedna OTU izolovana ze dvou rostlin jedné loka{®pr. 7).

Zajimaveé je porovnani zastoupeni Zstch OTU zceledi Sebacinaceae mezi druhy
roduNeottiaa typem lokalit (Tab. 5, Obr. 5 a 7). OTU 8S, 128S$ a 15S se vyskytuji pouze
u druhuN. cordata zbylé OTU se naopak vyskytuji pouzéNuovata U N. ovataje vickt i
rozdil mezi biotopy v diverzitsymbiotickych hub u dosfych jedindi (Obr. 5). Zatimco ve
14 jedincich zé&tyt lu¢nich lokalit byly zjisény 4 OTU (2S, 5S, 16S a 17S), ve stejnértypo
jedinax z psti lesnich lokalit bylo zji&no 10 OTU (2S, 4S 5S, 6S, 9S, 17S, 20S, 26S, 28S,
32S). D« blizce gibuzné OTU 2S a 5S (Obr. 7) fibt mezi nejhojrji nalézané OTU
v dosglcich N. ovatana lesnich i lénich lokalitach. Tyto d& OTU byly rovréz dominantni u
protokormi v obou typech biotap s dosglci N. ovata Vyjimkou je pouze lesni lokalita
Keply, na které jako jediné byly u protokairkron¥ téchto dvou OTU zjig&ny i jiné OTU
(11S a 269).

Z peti OTU zjiSnych uceledi Tulasnellaceae byly &wzjiSttny pouze u dosict N.
ovata z lwenich lokalit (OTU 1T a 5T), dalSi dvpak pouze u dosfych jedind@i N. ovata
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z lesnich lokalit (OTU 2T a 4T). Zajimava je OTU, Xiera byla zji&tna jak u protokormiN.
ovataz luéni lokality a u dosgice z lesni lokalityN. ovata tak i u dosplce N. cordata Jedna
se tak o jediny druh zji&y jak uN. ovata tak uN. cordata

Kromé¢ hub zceledi Tulasnellaceaa Sebacinaceaeylo nalezeno dalSich 13 driuh
hub uN. ovataa pouze dva dalSi druhyNi cordata(Tab. 4). Nejastji byly nalézany ECM
druhy hub ze skupiny Basidiomycota, a to jak nailgs tak na lénich lokalitach Cast byla
nalezena pouze u protokaininag. ¢eled’ Thelephoraceaeg§ast pouze u dosgfea N. ovata
(nap. ¢eled” Tricholomataceae). M. cordatabyl zjiStn pouze jediny ECM druh houby, a to
Tylospora fibrillosa byla vSak nalezena opako¥are ¢tyiech jedincich z&titlokalit. Zjist€no
bylo také rkolik vétSinou saprotrofnich drdhhub ze skupiny Ascomycota, u kterych neni
znama dast na OM.

Ve dvou protokormech druhN. ovata jez byly jako jediné ziskany z lokalitiy.

cordataZtraceny rybnik, byla zji8ha paraziticka houba rodthysoderma
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Tab. 5. OTU celedi Sebacinaceae zfigt u dosplct druhuN. cordataa protokorni a dosglci druhuN. ovata

z lesnich a lénich stanovi&

N. ovata luéni N. ovata lesni
N. cordata

OoTU
dospélec protokorm|| dospélec protokorm

2S

N
-
N. ovata louka
SebacinaOTUlI6
SebacinaOTU3
]
B SebacinaOTUI7
Russula sp.
N. cordata
T. fibrillosa
n SebacinaOTUI2
SebacinaOTU? - SebacinaOTUl4
TulasnellaOTU3 SebacinaOTUIS
N. ovAta les
SebacinaOTUH4
SebacinaOTU9
SebacinaOTU26
SebacinaOTU32
o)) TulasnellaOTU4
- Tricholomataceae
Q@

Obr. 5. CCA ordin&ni diagram ukazujici rozdilnou diverzitu hub zjisich u dosplych jedindi druhuN.
cordataa u dosplych jedindi druhuN. ovatana Iutnich a lesnich lokalitach. Prvni&esy vyswtluji
dohromady 13,2 % druhové variability. Vysledek Ma®@arlo permuténiho testu: p = 0,001, F = 2,98.
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Hydnum albinum AY817135
— Muilticlavula vernalis MVU66439

| 73-SP-4T
L78-SP-4T

1 nekultivovana Tulasnellaceae GQ241740
0

] Tulasnella tomaculum AY 373296
0 QLI Tulasnelia violea AY373293
Tulasnella eichleriana AY373292

nekultivovana Tulasnella AY373310

0,3

; L70-KP-3T
0,06 LP24-PN-3T
P2-MD-3T
Tulasnella asymmetrica DQ388048

1
olgor~ Tulasnella pruinosa DQ457642

Tulasnella albida AY373294
Tulasnella irregularis GU166413
Tulasnella danica AY373297

Epulorhiza anaticula EU218891
Tulasnella bifrons AY 373290
L35-LL-2T

nekultivovana Tulasnella EU909265
nekultivovana Tulasnella JX024736
L16-VS-1T

nekultivovana Tulasnella JX024738
LO1-JK-5T

Tulasnella calospora AY373298
Tulasnella deliquescens AY 373291

Obr. 6. Fylogenetické vztahy jednotlivych OTUseledi Tulasnellaceae nalezenyciNeottia ovataa N.
cordataa dalSich druln¢eledi Tulasnellaceae na zakiddbmpletnich sekvence 5.8S oblastéati sekvenci 18S
a 28S oblasti rDNA zkonstruovanych metodou Bayesi@inference. Zelé€rjsou oznaeny sekvence ziskané
z kareni dosgglych rostlin druhuN. ovata fialové sekvence ziskana z deésprostlinyN. cordataa mode

sekvence ziskana z protokorMuovata V kddu sekvence je obsazena zkratka kdédu vzgrken{¢ast ged

pomkikou), zkratka lokality (progednicast mezi pondgkami) a ozn&eni OTU ¢islice+T na konci).
Zkratky lokalit: SP Slatinny potok, KP Keply, MD Miydomky, LL L3¥ni, VS Vinice les, JK Javornik louka,

PN Pt&i nadrz.
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Geastrum saccatum (USA) AF287859 outgroup
1— Sebacina incrustans (GER) AF291365
0.1 ECM z Picea abies (GER) AF509967
Sebacina epigaea (GER) AF291267
EEM z Arbutus unedo (F) EF030912 <
EEM z Orthilia secunda (F) EF 030946 £
EEM z Dryas octopetala (SPI) AY452681 =
1 OM z Neottia nidus-avis (F) AF465190 @
_ OM 7 Hexalectris spicata (USA) AY243515
08 Sebacina dimitica (GER) AF291364
ECM z Pinus sylvestris (A) AY505562
ENF z Solanum americanum (F) EU909167
0,78 LPZOITZPRB%-ZNSC-SZS
— L 03-JL-95
——— OM S. vermiferaz Caladenia patersonii (AUS) AY5(05553
1 L14-VS-4S
0,78} P38-LH-25
L74-SP-2S
ENF z Primula acaulis (F) EU909180
L29-LL-5S
I P18-MD-58
I P2-NC-5S
053 0511 P24-LH-58
P13-LL-58
I P12-SP-5S
I P6-JK-25 @
I P3-NC-2S ©
I P32-KP-2S =
- OM S. vermifera z Cyrtostylis reniformis (AUS) AF291366 =2
057 LP11-KP-6S »

11 P10-KP-26S
L79-KP-26S
ERM z Vaccinium myrtilus (F) EF030927

41|—Pﬁﬂospora indica (USA) AY293202

ENF z Arum maculatum (F) EU309173

LP62-NC-28S
0,56 ——— ENF z Cardamina pratensis (F) EU309175
OM S. vermifera z Eriochilus cucullatus (AUS) AY505548
L72-MD-178
LO1-JK-16S

L75-LH-17S
L20-vsS-178

LP22-JS-148
LP25-PN-158
L82-NM-15S
LP27-25-15S

L81-BO-158

oy

—— LC27-ZR-8S
P30-KP-118

— BRMz Calypogeia muelleriana (GER) AY298948
— BRM z Lophozia sudetica (GER) AY298946

0,2

Obr. 7. Fylogram ukazujici vztahy jednotlivych OTWeledi Sebacinaceae na zakiagkvenci ITS2 a 28S
oblasti rDNA zkonstruovany pomoci Bayesianské griee. Pro tvorbu fylogramu byly z kazdé lokalityupity
vSechny OTU na dané lokaihalezené, a to jak u dadpi, tak u protokorni (proto se tkteré OTU opakuji).
Modfie jsou ozn&ny sekvence ziskané zikai dosglych rostlinN. ovata fialové z N. cordata zelerk z
protokormi N. ovata Kod vzorki obsahuje zkratku lokalityést mezi pondkami) a ozn&eni OTU ¢islo+S na
konci kodu). Roz#éeni do funknich skupin dle Weiss a kol. (2004): skupina A grarotici ECM, B
saprotrofické druhy.

Vysvétlivky : OM orchideoidni mykorhiza, ERM erikoidni mykorhizEEM ectendomykorhiza, ECM
ectomykorhiza, BRM mykorhiza izolovana z jatrovékafchantiophyta), ENF endofyt; F Francie, GER
Némecko, AUS Australie, A Rakousko, USA Amerika, Sipicberky.

Zkratky lokalit ZR Ztraceny rybnik, JS JezernitsIBN Pt&i nadrz, NM Novohtiské madly, ZS Ztracené sfa
BO Boubin, NC Nicov, JL Javornik les, VS Vinice,|&P Slatinny potok, KP Keply, LL L&ti, LH Louka u
Hanzli, JK Javornik louka, MD MySi Domky.
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3.3. TEM
Pomoci TEM byla v kienech obou druhroduNeottiazjiSttna tvorba pelotainpouze

houbami ze skupiny Basidiomycota (Obr. 8.). Houl®y skupiny Ascomycota nebyly
nalezeny. Celkem byly prohlédnutyyii vzorky, dva pochazely ze dvou jedindruhuN.
ovatg dva ze dvou jedinicN. cordata U protokornii se fges Upravu protokolu nepaila
fixace vzorku. Zaroue nemohl byt pokus opakovan, jelikoZ jsou pro analgntebacerstvé
vzorky.

Na snimcich je jagnvidét struktura doliporu s parentosomem, jez je typigkéa
Basidiomycota. Dle struktury parentosomu {erstevny, mezi d¥émi propustnymi vrstvami
je zZetelnd vrstva elektronévhusté ,hmoty') by se pak dalorgrpokladat, Ze se jedna o
houby néleZejici déeledi Sebacinaceae (Andersen, 1996; Suaréz a2af)g; Shimura a

kol., 2009).

~ 5 st 3l

Obr. 8. Snimky z TEM zachycujici hyfova vldkna uvrkibrene orchideji druhil. cordata(a, b) aN. ovata(c,
d). Na snimcich je jagnvidét septum (S) s doliporem (D), coz je typicky znak Basidiomycota. Na obou
stranach doliporu fiZeme vidt parentosom (P), uviiiburek pak vakuolu (V). Pro symbidzu jailézité, aby
byla zachovana butina stna hyfy (BS) a plasmatickd membrana &urnostitelské rostliny (PS). &fitko
v pravém dolnim rohu = 500nm.
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4. Diskuse

Priibéh kli¢eni

Pti analyze kl€éivosti byla zjiStna takka nulova schopnost kgni u druhuN. cordata
vétSina semen tohoto druhu odteta kEhem prvniho roku vigé a nenalezl jsem jediny
protokorm. Vzhledem k vysévani semen do blizkosipdych jedindi by takovy vysledek
nentl byt zpisoben absenci vhodné houby. Viiv natdédii vSak mzou mit dalSi faktory,
nag. sukcesni stadium lesa typ a mnozstvi opadu na povrchidy (McCormick a kol.,
2012), uN. cordatase uvadi pdgeba zetleléhoigva (Prochazka, 1980). U tohoto druhu se da
také predpokladat velky podil vegetativnihoiedii a k Sieni pomoci semen ugnmize
dochéazet jen vyjima¢. Tomu by odpovidalo i shlukovité rozmist rostlin na lokalitach.

Duvodem Spatné Klivosti mize byt i malé procento Zivotaschopnych embryi
vioZzenych do pdy. V porovnani §\. ovatase embrya u semeN. cordatajevila mirrg
deformovand, zaroviese vSak stale dala odliSit abortovana embryabjéd vyrazg mensi
(viz Fotogriloha). Vzhledem k deformaci pak nemusela byt piyvinuta ani ¥tSi embryagi
u nich mohlo dojit pouze &ast&né abortaci. F¢inou abortace sementfe byt absence
vhodného opylovwge a nasledna autogamie (Jersakova a kol. 2006 N Pecordatajsou jako
opylovai uvadni tiplice Tipula subnodicornig luntici roduMicrogastersp. (Pijl a Dodson,
1966). PestoZe tyto druhy byly zji&hy pii vyzkumu ve Finsku, vyskytuji se i na SuniaM.
cordata je zarové protandricky, a tudiZz allogamicky druh, a autoganpa@ u tohoto druhu
velmi nepravédpodobna.

Naproti tomu u druhiN. ovatase rkolik semen vyvinulo az do stadia protokormu,
které bylo mozné pouzit pro dalSi analyzy. Mnozstgkanych protokorthje vSak vzhledem
k pottu vysetych semen velmi nizké, zvist porovnani s dalsSim u nagzamym druhem
orchideje: uEpipactis helleborinese protokormy vyskytovaly v 67 % vyjmutych rarké
(TeSitelova T., osobni komunikace), Nl ovatase protokormy nachazely pouze v 5,4 %
vyjmutych rameka. Naopak u druhte. dunensidyly protokormy nalezeny v mémez 1 %
rameka (Bidartondo a Read, 2008) a u drubualbensisnebyly nalezeny Zadné protokormy
(TeSitelova a kol., 2012). Bidartondo a Read (2008¢ dastili u E. atrorubenss % klicivost
a u Cephalanthera longifoligb3 % KlItivost, zarové se do stadia protokormu vyvinulo u
obou druf priblizné 1 % semen. Semena obou drudyla v pidé ponechana dva roky. N.
ovata Klic¢ilo po dvou letech vigdé 8 % semen sazenych vroce 2008 a az do stadia
protokormu pak za stejndlouhou dobu dosio 0,4 % semen. McKendrick a kol. (2002)
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zjistili u pfibuzného druhuN. nidus-avisklicivost mezi 11 a 29 % u semen sazenych
v blizkosti dosplych rostlin; zarové vSak zjistila takka nulovou kléivost na plochach bez
dosglého jedinceN. nidus-avis D4 se tedyici, ZeN. ovatama ve srovnani s jinymi druhy
z tribu Neottiae horsi Kivost a mén semen se u ni vyvine do stadia protokormu. U wth
dunensis(Bidartondo a Read, 2008) & albensis(TéSitelova a kol., 2012) byla zji&ta
klicivost horSi nez WN. ovata U tchto drulii vSak niize Spatnou ktivost pisobit mala
zivotaschopnost semen usledku autogamie.

Kliceni bylo zarove shlukovité. \&tSinou v jednom rantku Klicilo nékolik
protokormi, které pak dosahovalygtgich velikosti (Obr. 4),fippadre klicici protokormy byly
nalezeny v &kolika ramecich vjedné skupth To je zpisobeno pravpodobr
mozaikovitym roz&enim vhodnych mykorhiznich hub na stanovisti (Di2@07), kléeni
muze silré ovliviiovat i mnozstvi symbiotickych hub vige (McCormick a kol., 2012).

Vzhledem k velké umrtnosti semen se ani u jednodostzdovanych druhneda
piedpokladat dlouhodob& semenna bank&l.dordatabyla po tech letech vSechna semena
mrtv4, u N. ovatabyla po tech letech nalezena pouze 3 % ng&ich Zivych semen.
Whigham a kol. (2006) uvadi, Ze pétipletech bylo u druhtAplectrum hyemalgeSg cca
70 % semen Zivych a neki€ich, u druhuiparis lilifolia to pak bylo piblizn¢ 30 % semen.

U druhi E. atrorubensa C. longifolia pak bylo po dvou letech wigé nalezeno 82 %
neklicicich semen zivych (Bidartondo a Read, 2008). ¥8in¢ uvedenych fipadi se jedna

o lesni druhy orchideji, u nichz jeguipokladana dlouhodoba semenna banka (Whigham
a kol., 2006). Semenna bankd ovataa N. cordatase vSak vice podobna kratkodobé
semenné bance dnich druli, nag. u Dactylorhiza laponicabylo po tech letech v fdé
nalezeno pouze 0,2 % zivych semenen a kol., 2008).

Také nebyl zji&n Zadny rozdil v gib¢hu kliceni mezi semenM. ovatapochazejicimi
zlesni a zleni lokality. Da se tak iedpokladat, Ze u druhiN. ovata nedosSlo ke
genetickému fizpasobeni jednotlivych populaci prostli, ve kterém rostou.

Kli¢eni miZze byt ovlivieno i mnoha dalSimi faktory nez jetiijomnosti symbiotické
houby, da se vSaki@dpokladat, Ze na lokalis vyskytem dosflych rostlin by n&ly panovat
vhodné podminky pro Kiéni. Spatna Kivost tak mize byt zgisobena i manipulaci se
semeny, kdy mnou nezj&ty faktor miZze snizovat klivost. Mnou sebrana semena
v pribéhu ¢ervence byla naslednuskladrna v chladnice @i teplo€ 4 °C. Poté byly
piipraveny rameéky pro vysev semen a do nich vioZzena semena. Banse semeny jiz byly
uchovavany p pokojové teplat. Rameky se semeny pak byly na lokalithch sazeny

v pribéhu z&i. P¥i porovnani s fistupem dalSich autibise daji najit dva rozdily v manipulaci

26



se semeny. U Zzadného autora jsem nenaSel zminkiadosani v chladu (napMcKendrick
a kol., 2000; McKendrick a kol., 2002; Diez, 2007; Bidartond®ead, 2008). VSichni aufo
pak pouZzivali stejnou metodu vysevu semen v &fch. Doba mezi slbem semen a
vioZzenim rameéka se pak znéné liSi: zatimco McKendrick a kol. (2002) viozili vSeny
rameky do pidy do ¢ty dni od sebrani semen, jinym auior to jiz trvalo giblizn¢ jeden
(Bidartondo a Read, 2008) az dva&site (Diez, 2007). Zda se tedy, Ze pokudhec byla
mala kltivost semen zjsobena Spatnou manipulaci s nimi, mohlo tdisppit jedirg
skladovani v chladice, jez by bylo tedy mozna vhodné v dalSich sthdiynechat.

Skladovani semen v ledite se vSakdZre praktikuje.

Analyza mykorhiznich partner

Pt analyze symbiotickych hub v kenech dosglych rostlin obou zkoumanych drah
byly jako dominantni zji&hy houby ze skupiny ,rhizoctonia’. To odpovid&iwdjSim
poznatkim, které ziskali Downie (1959) a Rasmussen a R®&91). Revladaji druhyeledi
Sebacinaceaggeled Tulasnellaceae je pak zastoupena én@ruhy ¢eledi Sebacinaceae se
pak daji povazovat za skdte mykorhizni partnery obou dnuha to vzhledem k vysledin
TEM. Béhem TEM byly uvnit burek koreni zjisSttny hyfy obklopené neporusenou
plasmatickou membranou iemovych busk — znak odliSujici mykorhizni houby od
parazitickych. Zarouetyto hyfy vzhledem ke zndkn ve stavb dolipéru a parentosomu pat
houbam zieledi Sebacinaceae (Andersen, 1996; Suaréz a2iflg8; Shimura a kol., 2009)
(Obr. 8).

Jak uN. ovata tak uN. cordatabylo zjiS€no vlastni spektrum mykorhiznich parther
jez se vzijemhnegekryva. Jedinou vyjimkou je OTU 3T nalezejici @dedi Tulasnellaceae
(Obr. 6). U druhuN. ovatabylo nalezeno SirSi spektrum OTddledi Sebacinaceae u lesnich
lokalit. Rozdil ve druhovych spektrech méki ovataa N. cordatamize ukazovat na titou
specializaci, kdy i blizce iffbuzné druhy mohou mit rozdilné symbiotické houbjejech
spektra se népkryvaji (Taylor a Bruns, 1999). Vzhledem k nedmstaym vysledkim
pokusu s kifenim semen se vSak neda odlisit vliv biotopu a @ndstliny. Takka nulova
klicivost semerN. ovatana lokalitdchN. cordatapak mize mit d¥ vyswtleni: 1) na lokali
nebyly vhodné OTUceledi Sebacinaceae; 2) déni bylo inhibovano &akym jinym
biotickym ¢i abiotickym faktorem. Mé vysledky jsou pak nedestaé pro potvrzenti
vyvraceni gkterého u nich.

Celed Sebacinaceae seilldna dw skupiny. Skupinu A tvid druhy tvdici ECM
(Selosse a kol., 2002; Urban a kol., 2002; Avisoh, R003; Moyersoen, 2006; Tedersoo a
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kol., 2006) a znamé ro¥na z rekterych MH (McKendrick a kol., 2002; Selosse a kaD02;
Taylor a kol., 2003; Okayama a kol., 2012) a MXI¢Sse a kol., 2004; Julou a kol., 2005)
orchideji. Skupina B je pak tiena saprotrofnimi druhy hub, jez byly izolovanykeoOM i

z erikoidni mykorhizy (Selosse a kol., 20@rg mykorhizy rékterych drul jatrovek (Kottke

a kol., 2003). U orchideji pak byly druhy skupiny iBolovany z gkterych drobnych
australskych druh orchideji jako jeCytrostylis reniformis Eriochilus cucullatus(Weiss a
kol., 2004; Bougoure a kol., 2008) druhy roduCaladenia(Swarts a kol., 2010). V Evrép
pak Girlanda a kol. (2011) velmi vzacizolovali druhy skupiny B z k@ni lu¢nich orchideji
Anacamptis laxifloraa Serapias vomeraceau nichz vSak dominantnimi symbionty byly
druhy zcéeledi Tulasnellaceae a Cerayobasidiaceae. Do Selwacie skupina B pati
sekvence izolovanéld. ovataa N. cordata Jedna se tak o prvni zjgi hub ze saprotrofické
skupiny B u evropskych orchideji rostoucich v legekterych jsou zarowe Sebacinaceae
skupina B dominantnimi mykorhiznimi symbionty.

Celed” Tulasnellaceae byla zj&ta jak na ldnich, tak na lesnich lokalitach. Jednou
byla také zji&na u druhuN. cordata(OTU 3T). Jedna se o jediného zjitho spoléného
mykorhizniho partnerd. ovataa N. cordata Tato OTU byla také jako jedina OT&gledi
Tulasnellaceae izolovana z protokormu drudu ovata To miZze byt zfgisobeno ¥tSim
geografickym rozgénim této OTU. Zji&ni hubcéeledi Tulasnellaceae na lesnich i nénigh
lokalitdch odpovida vysledkn analyzy u rodiCypripedium(Shefferson a kol., 2005), kdy
byly rovrez zjisS€ny jak na Iénich, tak na lesnich lokalitach. D& se téity, Ze houbyeledi
Tulasnellaceae, jez jsou nejrae$EjsSi u lwnich druti orchideji a u epifytickych druh
(Dearnaley, 2007), se vyskytuji i difyhjez kron& lu¢nich biotof osidluji i s¥tla lesni
stanovist.

Z dalSich druh hub, izolovanych jak z dosjgu obou druli tak z protokorm, pati
vétSina mezi druhy hub t¥@i ECM. | zde niZzeme vidt rozdil mezi obma studovanymi
druhy orchideji. Zatimco N. cordatabyla z ECM druli zjiSttna pouzeTylospora fibrillosa
u dosglca N. ovatabyly zjisS€ny dva druhy ECM hub a u protokoéinN. ovatatii (Tab. 4).
Tylospora fibrillosaje druh¢asto tvdgici ECM uPicea abiegPeter a kol., 2008). Z ECM hub
nalezenych u dosfrt N. ovatajsou obaRussulasp. a Tricholomataceae, typické prkieré
MH druhy orchideji; nap severoamerickéffslusniky roduCorallorhiza (Taylor a Bruns
1999) ¢i evropskéLimodorum abortivun(Girlanda a kol., 2006). Zaroiebyly tyto druhy
ECM hub izolovany i z &terych MX druhi orchideji (Bidartondo a Read, 2008). Vzhledem
k nalezu ECM drubh hub v kdenech obou studovanych diuhorchideji by se dal
predpokladat jejich posun k MX. Tento posun vSak ngodpden vysledky izotopovych
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analyz (Gebauer a Meyer, 2003; Tedersoo a kol.7;2B@tilinek, 2010). Prd\. ovatabyl
vypatitdn zisk uhliku z mykorhizni houby mezi 20 % (Tes® a kol., 2007) a 27 %
(Gebauer a Meyer, 2003). Ten vSak neni povaZovikazny pro MX (Tedersoo a kol.,
2007; Gebauer a Meyer, 2003). Gebauer a Meyer §2p0ldadali za prokazatelny pouze
85 % zisk uhliku u druhCephalanthera domasoniuga jiného druhu orchideje nezjistili zisk
vétSi nez 30 %), Tedersoo a kol. (2007) pokladal&azny jiz zisk 37,6 % u druhRyrola
chloranthg z jimi zkoumanych drub orchideji byl za pikazny pokladan zisk 60,1 % u
Platanthera bifoliaa 62,6 % WEpipactis atrorubensOba mnou studované druhy tak od ECM
hub ziskavaji patéhjen mineralni latky, Ppadré pouze minimalni mnozstvi uhlikgzko
zjistitelné analyzou stabilnich izotbp

Béhem analyzy symbiotickych hub bylo z#igb i ntkolik druhi paticich do skupiny
Ascomycota. Z nich pak ffslusnici skupiny Pezizomycotina, jez byli st u pati
protokormi, jednoho dosfice N. ovata a jednoho dosiice N. cordata byli izolovani
z korenmi orchideji roduEpipactis (Selosse a kol., 2004; Bidartondo a kol., 2004; r@gu
Tsujita a Yukawa, 2008;&Bitelova a kol., 2012), jez gado stejného tribu jako rodeottia
Houby skupiny Ascomycota vSak nebylghem TEM zjiSény uvnit burgk koreni ani
jednoho ze studovanych drfuhNeda se tak s jistotatici, Ze se jedna o symbiotické druhy
vazané s druhy rodNeottia Z dalSich drut ze skupiny Ascomycota, jez byly zilemi obou
druhi a z protokormd N. ovatanalezeny, jsou vSechny povazovany za endofytyof@as
byvaji izolovani z kéeni orchideji (Ogura-Tsujita a Yukawa, 2008; Koholkiod, in press).

Ze dvou protokorra N. ovata,které byly ziskany jako jediné z lokality. cordata,
byla izolovana houba rodBhysodermaTato houba pé#t do skupiny Chytridiomycota. Do
rodu Physodermapak fadime fytoparazitické druhy jak&@hysoderma maydighréda
skvrnitost kukiice) ¢i Physoderma alfalfagnadory na kienech a stoncich vegky). Tato
houba se tak neda velice pragddobré povazovat za symbiotickou. ¥asti protokornd
ziskanych z lokalilN. ovatataké nebyly nalezeny zadné OTWeaedi Sebacinaceae a byly
nalezeny pouze ECM (8 % protokaijiti endofytické (15 % protokorfr) druhy hub. Resto,
Ze vSechny analyzované protokormy byly Zivé, je mégZe tyto druhy hub byly semenem
chybre rozpoznany jako symbiotické a nevedly by k dalSwguoji rostliny (Bidartondo a
Read 2008).

Pfi porovnani druhového spektra mezi protokormy a pélos zjiStujeme, ze
v protokormech bylo zjigho téngr stejré Siroké spektrum hub jako v daggich, ale mezi
cetnostmi pozorovani jednotlivych dnulmaprosto dominujéeled’ Sebacinaceae. Zaravee

vSechny houby izolované z protokarnmusi nutg umoziovat kompletni vyvoj rostliny a
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v budoucnu by mohlo dojit k thynu semé&néBidartondo a Read, 2008). To plategdevsim
pro ECM druhy hub zjighé u protokorm, z nichz zadny nebyl zji&t zarovét u dosglych
jedinal N. ovata To vSak niZe byt zgisobeno malym ptem analyzovanych vzoik Fi
pohledu na spektrum OTEkledi Sebacinaceae zfgich u protokorm (Tab. 5) se zda, Ze
jsou zde dominantni dvOTU (2S, 5S) bez ohledu na OTU zji# u dosplych rostlin na
stejné lokalik. Jedna se také o &wegastji zjiStované OTU f analyze dosfici. Je tedy
mozné, Ze semena &lihlavre s tzkym spektrem Siroce rogiych druli a az v dosgosti
dochéazi ke kolonizaci keni dalSimi druhy. To by pak u tohoto druhu mohlo emgt
umrtnost semertéia béhem vyvoje a alespocéasteéné kompenzovat minimalni Klivost.

Zaroveh specializace na Siroce roiiy druh byc¢ast&né ieSila problém s hledanim vhodné

houby, jeZ je popisovan u Uzce specializovanychidanchideji (Bonnardeaux a kol., 2007).

5. Zaveér

Béhem analyzy kiemi dosglych rostlin druli N. ovataa N. cordataa protokorni
druhu N. ovata byly jako dominantni zji&hy houby ze saprotrofické skupiny &ledi
Sebacinaceae. Jedna se o prvni&jigtub z této skupiny u lesnich dfuarchideji. Dale byla
zjisténa velkd umrtnost semen obou diwhzarove jejich velmi mala kidivost. UN. cordata
pak byla klgivost takka nulova. Tyto vysledky pokusu sdénim neumoznily zjistit
mykorhizni asociaceN. cordata béhem klgteni. Zarové nebylo mozné odlisit vliv
mykorhiznich hub na rozZ&ni N. ovataa N. cordataod dalSich biotickych a abiotickych
faktori.

DalSi vyzkum by bylo vhodné sifovat na objasini nulové kl€ivosti u druhuN.
cordataa na zji&ni podilu vegetativniho rozmnoZovani n&e8i tohoto druhu. Vhodnou
metodou pro studium Klivosti by bylo kiEeniin vitro ve spojeni s houbami zj&tymi u
dosglych rostlin a naslednizolovanymi do kultury. U druhiN. ovataby bylo vhodné zjistit
spektrum hub v fibéhu celé ontogeneze. To by umoznilo jedn@émadentifikovat druhy
umozAiujici vyvoj rostliny od protokormu po dodlpe. Zarové by bylo velmi zajimavé
pokusit se o izolaci houbové DNA #agy v blizkosti ramekt se semeny a tak potvrdit
vyvratit piitomnost vhodnych symbiotickych hub na jednotlivyokalitach. Roveiz by bylo
vhodné porovnat fmni vlastnosti. Takovyto ffstup by mohl jas§i rozliSit, zda jsou za
absenci kifeni a tvorby protokorinh nevhodné abiotické podminky prieddi nebo absence
vhodnych mykorhiznich hub.
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7. Prilohy

Piiloha I.
Rozmisini lokalit (Zdroj map www.mapy.cz)
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Seznam lokalit

Neottia ovata- lueni

Vinice louka (VK) — GPS N49°08,632" E13°31,916°
Javornik louka (JK) — GPS N49°07,742" E13°39,548"

MySi domky (MD) — GPS N49°08,003" E13°30,184"

Louka u Hanzi (LH) — GPS N49°03,479" E13°49,848"
V¢elna pod Boubinem (VB) — GPS N49°00,791" E13°30,41
LSteni (LL) — GPS N49°03,681" E13°52,699°

Neottia ovata- lesni

Slatinny potok (SP) — GPS N49°09,288" E13°19,96try smrkovy les

Keply (KP) — GPS N49°12,719" E13°20,523"; mladylemmy les

Vinice les (VS) — GPS N49°08,813" E13°31,811"; gbistnatych naletovychidvin
Javornik les (JL) — GPS N49°07,760" E13°39,52213eny sukcesni les

Nicov (NC) — GPS N49°06,882" E13°37,463"; smrktmg/s pimesi javoru

Nebe (NB) — GPS N49°08,343" E13°34,689°¢ dasti: 1) porost listnatych naletovych
dievin; 2) stary smrkovy les

Neottia cordata

Boubin (BO) — GPS N48°58,536" E13°48,466°
Novohu’ské m@aly (NM) — GPS N48°59,039" E13°26,718"
Jezerni sla(JS) — GPS N49°01,802" E13°34,034"

Ptati nadrz (PN) — GPS N48°59,075" E13°30,794"
Ztracena sla(ZS) — GPS N48°58,956" E13°30,075°
Ztraceny rybnik (ZR) — GPS N50°09,373" E12°12,743"

40



Priloha I1.
Priprava vzorku keni pro TEM

-2,5% GA v 0,2M kakodilatovém pufru
-vypiraci roztok

-pufr + 4% roztok OsO4 1:1
-vypiraci roztok

-30% aceton

-50% aceton

-70% aceton

-80% aceton

-90% aceton

-95% aceton

-100% aceton

-pryskykice + aceton 1:2
-pryskyrice + aceton 1:2
-pryskyrice + aceton 1:2

-Cista pryskyice

nejméh hod.
3x15 min.
4 hod.
3x15 min.
15min.
15min.
15min.
15min.
15min.
15min.
15min.
1hod.
1hod.
1hod.
24hod.

-zaliti do zalévacich formsek a polymerace v termostatu  24hod
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Priloha 111.
Priprava vzork protokorni pro TEM

-2,5% GA v 0,2M kakodilatovém pufru
-vypiraci roztok

-pufr + 4% roztok OsO4 1:1
-vypiraci roztok

-30% ethanol

-50% ethanol

-70% ethanol

-80% ethanol

-90% ethanol

-95% ethanol

-100% ethanol
-aceton+ethanol 1:2
-aceton+ethanol 1:1
-aceton+ethanol 2:1

-100% aceton

-pryskyice + aceton 1:2
-pryskyfice + aceton 1:2
-pryskyfice + aceton 1:2

-Cista pryskyice

nejméh hod.
3x15 min.
4 hod.
3x15 min.
15min.
15min.
15min.
15min.
15min.
15min.
15min.
15min.
15min.
15min.
15min.
1hod.
1hod.
1hod.
24hod.

-zaliti do zalévacich formsek a polymerace v termostatu  24hod



Priloha IV

Patet Zivych a mrtvych protokorinnalezenych na jednotlivych lokalitach v jednottity

letech
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Fotopriloha

Semena\. ovatapred ffed vioZenim do randéi. Semena\. cordatapred vioZzenim do rand&d. Semena
Semena z roku 2008 z lokality Nicov. Sipkou jsou z roku 2009 z lokality Ztraceny rybnik. Sipkou je
oznaena abortovana semenagifitko: 1mm. oznaeno abortované semenogitko: 1mm.

Protokormy ziskané z jednoho rétke Detailni fotka nej¥tSiho z protokorri
vysazeného na lokaliKeply. Nejwtsi byl pouzit zachycenych na snimku vlevo. Na snimku je
pro TEM, druhy nej#tsi pro analyzu mykorhiznich mozné rozeznat pelotony uvihiturgk protokormu,
hub. Ostatni byly zamrazeny jako rezervaiitko: zarovei jsou vidst rhizoidy vyristajici

1mm. z protokormu. Skrze rhizoidy e dochazet ke

kolonizaci symbiotickou houbou. &ftko: 1mm.
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NejvétSi nalezeny protokorm, ziskany z lokality Lokalita Jezerni st{N. cordatg po €zbé¢ smrki
MysSi domky. Protokorm je vyfocen na’sg, v niz napadenychirovcem. Raméky se semeny
byla semena vkladana déqy. Ve spodngasti nebylo mozné najit. (¢62011)

protokormu je vidt ristovy vrchol. Protokorm

meéfil 11,5 mm.

s e TR e

E?St"f‘a'\" ova;u::\na |0kat|j.§ {}lekb,e r;?iho%tvnég db RostlinaN. cordatana lokalig ztracena sta Fxi

bofem d"lirotarl‘(avyzu symbiotic .y‘:j nu tgm tl.r“ odbsru kareni bylo vzhledem k velikosti rostliny
yly odkryty kaeny pouze rla jedne s stiny potieba vykopat celého jedince a rostlina tak byla

a rostlina tak nebyla updrznicena. ¢ervenec Znicena. (z& 2009, foto Jana Jersakova)

2009) '
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Pti odbdru kareni druhuN. cordatana lokalit Ztraceny rybnik byly nalezeny &vostliny spojené kigny.

To uN. cordatadokazuje vegetativnii&ni, jez by mohlo u tohoto druhu hrat vyznamnou (f@to Jana
Jersakova)

Kotrenovy systéniN. ovata Oproti druhuN. cordataje zn&né mohutrgjsi
(foto Jana Jersakova)
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