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1 Uvod

Ve vétsin€ ptirodnich populaci se uplatiiuje vice ¢i méné napadny polymorfismus, ktery
hraje velkou roli v celé fadé ekologickych, etologickych i evoluénich d&jii. Casto je tento jev
urcen geneticky a je podminén piitomnosti dvou ¢i vice variant alel jednotlivych genii. Za
piedpokladu, ze vSechny organismy jsou vystaveny neustalému ptsobeni piirozeného vybéru
a vSechny alely jsou z hlediska evolu¢ni zdatnosti rovnocenné, dalo by se ocekévat, ze
nejvyhodnéjsi alela by mohla vytlacit ty, které jsou v dané situaci zrovna méné hodnotné,
avSak existuji mechanismy schopné takovémuto jevu zabranit (Flegr 2005). Studie a pokusy
zabyvajici se nékterymi z téchto zptsobl trvalého udrzeni polymorfismu u rostlin, ktery je u
mnoha krytosemennych cCasto spojen s barvou kvétu, si neziidka za modelové organismy
vybiraji zastupce Celedi Orchidaceae. Skupina vstavacovitych je pozoruhodnd vysokym
vyskytem polymorfismu (at’ uz v barvé kvétu, nebo, coz je méné Casté, v barvé samotného
korunniho platku napt. ve velikosti a barevnosti jednotlivych ploSek nebo tecek), s kterym
souvisi riznorodé opylovaci mechanismy a pfitomnost tzv. salivych kvéti.

Jako $alivé oznacujeme kvéty bez nektaru, vyskytujici se u vice jak tfetiny orchideji.
Jsou podvodnym prostredkem, jak ptildkat hmyzi pozornost, protoze nenabizeji opylovacim
za prenos pylu zddnou odménu v podobé energeticky cenného zdroje. Pylova zrna orchideji se
nachdzeji ve shlucich v prasnikovém tutvaru tzv. brylce, kterd se nalepi na télo opylovace
(Dykyjova 2003) a ten neni schopen jednotliva pylova zrna z brylek ziskat a vyuzit (Nilsson
1992, Johnson & Edwards 2000). Existuji dvé zakladni hypotézy o tom, jak takové klamani
opylovact mize zvysit reprodukeni ispéSnost rostlin: (i) prerozdeleni energie, ktera se jinak
vklada do vyroby nektaru, ve prospéch kvéta a produkce semen a (i) vyS$i mira cizospraseni
diky tomu, Ze opylovaci na rostlin¢ bez nektaru navstivi méné kvétt (Jersakova et al. 2006a).
Experimenty provedené na populacich orchideji také prokazaly, Ze pfrenos brylek na

kvétenstvi je u jedincli bez nektaru podstatné vyssi, nez je tomu u jedincti s nektarem, a to



diky tomu, ze opylovac, pokud nemuze najit nektar, méni pozice svého téla v kvétu, a tak se
zvySuje Sance na pienos brylek (Smithson & Gigord 2001).

Orchideje s salivymi kvéty vyuzivaji k vabeni opylovact rizné alternativni strategie,
jako je naptiklad napodobovani hmyzich partnerek (Kullenberg 1961), imitovani druh
nabizejicich odménu (tzv. potravnich modeld, Roy & Widmer 1999, Johnson 2000) nebo
vyuzivaji vSeobecné podobnosti s potravnimi zdroji (Dafni 1986). AvSak vétSina takto
uzpisobenych vstavacovitych kvete hromadné brzy na jatfe a je opylovana prevazné nove se
lihnoucimi jedinci rtiznych druht blanokfidlych (van der Cingel 1995), proto se zda, ze
mimikry kvétin bez nektaru kvetoucich v tuto dobu mohou fungovat jako selektivni Cinitel
pouze za urcitych ekologickych podminek, protoze tyto druhy spoléhaji spiSe na naivitu
mladych jedinct hmyzu (Gigord et al. 2002). Pfedpoklada se, Ze tato skutecnost uzce souvisi
s vysokou mirou polymorfismu barvy kvéth v populacich orchideji, ktery ziejmé primérné
slouzi ke zpomaleni procesu uceni, pii kterém se opylovaci nauc¢i vyhybat pro né energeticky
bezcennym kvétim (Heinrich 1975, 1983, Real et al. 1990).

Je tedy na mist¢ se domnivat, ze moznd cesta kudrzeni stabilniho kvétniho
polymorfismu u vstavacovitych, vede skrz opylovace. Jedna z teorii vysvétlujicich tuto
skutecnost je selekce zavisla na frekvenci (frequency dependent selection, Ridley 1996), ktera
nastava, jestlize selek¢ni koeficient nékteré alely s jeji zmensSujici se frekvenci v populaci
stoupd. To znamena, ze ¢im vzacngjsi je alela v populaci, tim je vEtsi zdatnost jejich nositeld
(Flegr 2005). M4 se obecné za to, ze v pripadé modelového organismu prstnatce bezového
(Dactylorhiza sambucina), u kterého se vyskytuje polymorfismus v barvé kvétu (Cervena a
zluta forma), by to mohlo fungovat tim zptisobem, Ze opylovac¢ dava prednost méné castému
barevnému fenotypu. Témito opylovaci jsou predevSim kralovny ¢meldki (Nilsson 1980),
které poté, co naleznou kvét bez nektaru, ve snaze vyhnout se témto Salivym kveétim navstivi

kvét jiné barvy, ale stejného druhu, a takto zvySi reprodukéni UspéSnost rostlinam se



vzacnéj$im fenotypem. Kazda barevna varianta by tedy méla ve své reprodukéni tispé$nosti
vykazovat negativni zavislost na hustoté jedincti druhé barevné formy (Smithson & Macnair
1997). Cetnosti jednotlivych barevnych forem v ramci populace by se tak mély Gasem obratit
ve prospéch toho fenotypu, ktery byl predtim vzacnéjsi, tudiz by frekvence fenotypl rtizné
oscilovaly v ¢ase kolem urcitého rovnovazného stavu, ktery predstavuje situaci, kdy jsou obé
barevné formy zastoupeny stejnym poctem jedinct (Gigord et al. 2001).

Mechanismus negativni selekce zavislé na frekvenci u prstnatce bezového se podatilo
prokazat v manipulativnim experimentu (Gigord et al., 2001), kdy byly rostliny obou
barevnych forem pfesazeny do kvétind¢l a rozmistény v pravidelnych tadach. Pokus byl
proveden s riznymi frekvencemi barevnych forem pii neménici se hustoté rostlin. Frekvence
zluté formy piedstavujici rovnovazny stav v tomto experimentu byla 61%. Tento vysledek se
priblizn¢ rovnd hodnoté nalezené u 174 ptirodnich populaci (Gigord et al. 2001), coz by
mohlo byt dano vrozenou preferenci opylovact pro tuto barvu (Smithson & Macnair 1997).

Ale chovani opylovacl neni tak jednoduché, jak by se mohlo zdat, proto je velmi
obtizné, za predpokladu, Ze se mechanismus selekce zavislé na frekvenci v tomto piipadé
uplatituje, vypozorovat ho v pfirodnich populacich. Svou roli mohou hrat i druhy rostlin
kvetouci spolecné s prstnatcem bezovym a jejich ptevladajici barva by mohla byt urcujici
v ovlivnéni preferenci pro barvu u opylovact (Nilsson 1980), ktefi maji sklon navstévovat
takové barevné formy, které se nejvice podobaji kvétliim s nektarem, na kterych se nejcastéji
zdrzuji (Heinrich 1979, Gumbert & Kunze 2001, Gigord et al. 2002, Johnson et al. 2003). To
znamend, ze naptiklad opylovac, ktery je zvykly létat na Zluté kvetouci rostliny obsahujici
nektar, bude smétovat svou dalsi navstévu na jinou zluté kvetouci rostlinu, ale dopiedu netusi,
ze ta mu nic nenabidne. Takto dojde k pfenosu pylu mezi Zlutymi formami prstnatce
bezového, dokud se opylova¢ nenauci §alivé kvety rozpoznéavat, nebo se nezaméii na kvéty

cervené. OvSem potravni chovani hmyzu mize byt ovlivnéno i faktory, jako jsou hustota a



prostorové rozmisténi jak kvétl obsahujicich nektar, tak téch bez n¢j a svou roli hraje také
proces uceni (Ferdy et al. 1998).

Vime, ze opylovaci vyvinuli riizné zplisoby chovani ve snaze vyhnout se $alivym
kvétim. Naptiklad zkracuji dobu, po kterou se nachdzi v misté nabizejicim jen malé mnozstvi
zdrojui (Real 1983, Dukas & Real 1993), dale odlétaji na delsi vzdalenost (Stephen & Krebs
1986, Smithson & Macnair 1996, 1997, Smithson & Gigord 2003, Kropf & Renner 2005),
nebo se témto rostlindm kratkodobé vyhybaji a jsou schopni dlouhodobého zapamatovani si
druhti s nektarem (Dukac & Real 1993, Smithson & Macnair 1997). Byly provedeny
experimentalni pokusy, které dokazuji, ze mira navstévnosti salivych kvéti klesa s Casem a se
zveétSujici se zkuSenosti opylovacii s vyhleddvanim potravy (Smithson & Macnair 1997) a
stejn¢ tak se snizuje pii zvysujici se hustoté salivych kvéti. Podobné velké nakupeni kvétin
produkujicich nektar snizuje reprodukéni uspésnost prstnatce bezového, protoze tento efekt
mize opylovace pfimét zistat déle na takovém miste, nemusi vynakladat zbyte¢né energii na
delsi prelet. Hustota obou typt rostlin tedy snizuje reprodukéni uspeésnost prstnatce bezového
(Internicola et al. 2006).

Prestoze tedy mechanismus frekvencné zavislé selekce byl v ptipadé tohoto modelového
organismu potvrzen v uméle vytvofeném experimentu, stale postradame piesveédcivé dikazy o
jeho roli v ptirodnich populacich a prokazat se ho v téchto podminkach doposud nepodaftilo
(Pellegrino et al. 2005a, Kropf & Renner 2005). Je také mozné, Ze se projevuje az pii velmi
velkém vychyleni poméru barevnych forem (Jersdkova et al. 2006b), ovsem jsou znamé i
jednobarevné populace, kde se zfejmé uplatituje geneticky drift, protoze orchideje bez nektaru
mivaji malou efektivni velikost populace diky malému reprodukénimu tspéchu (Tremblay et
al. 2005) a dohromady s omezenou vyménou genetického materidlu (pylu) mezi jednotlivymi

populacemi, je pravdépodobné, Ze to vede k tomuto jevu. Neméli bychom ani opomenout



efekt hrdla lahve a zakladatele, objevujici se v malych populacich a vyskytuji se i dikazy o
vlivu inbredni deprese na reprodukéni zdatnost této orchideje (Juillet et al. 2007).

Jak vyplyva z téchto skutecnosti, to, co ovliviiuje pomér jednotlivych barevnych forem
v ruznych lokdlnich populacich, nemusi byt ddno pouze frekvencné zavislou selekci a
preferencemi a chovanim opylovaci, ale celou fadou jinych faktorti. Nékteré pokusy dokonce
nasveédcuji, ze chovani opylovact nemusi byt hlavnim faktorem urcujicim polymorfismus, a
predpokladaji existenci reprodukénich bariér po opyleni (Pellegrino et al. 2005b), které by
mohly hrat roli jak v udrzovani polymorfismu, tak by mohly byt rozhodujici ve fenotypovém
sloZeni nasledujicich generaci.

Piestoze o tomto problému bylo zjiSténo uz pomérné mnoho, stidle nezname vSechny
souvislosti, kterymi bychom uméli popsat zmény ve fenotypovém slozeni riznych populaci
tohoto druhu. Studie Jersdkové et al. (2006b), na kterou navazuje tento experiment, se zabyva
jednou z dalSich moznosti, jak je barevny polymorfismu udrzovéan, kterou by mohla byt
rozdilnost v reprodukcni uspéSnosti jednotlivych barevnych forem, nesouvisejici zcela
s chovanim opylovact. Z vysledku opylovaciho experimentu, ktery byl proveden na prstnatci
bezovém u dvou populaci na Vsetinsku bylo zjisténo, ze zlutd forma meéla mensi véhu
semenikll 1 jednotlivych semen, nez forma cervena, bez ohledu na zpisob opylovani a Ze
podil zivych a kli¢icich semen byl prikazné niz8i u zlutych rostlin. Z vysledk vyplyva
snizend vitalita zlutych rostlin na obou lokalitach, kterd by mohla vysvétlit prevahu Cervené
formy ve vsetinskych populacich. Tento vysledek byl ale zaloZen na malému poctu lokalit, na
kterych byl experiment proveden, proto jsem se pokusila tento jev znovu ovéfit na vétSim
vzorku populaci.

Nulova hypotéza, kterou jsem zde testovala, je tedy nasledujici: rozdilné Cetnosti obou
fenotyptl v populacich nejsou nésledkem rozdilné zivotaschopnosti semen vzniklych kiizenim

mezi obéma barevnymi formami.



2 Metodika

2.1 Charakteristika studovaného druhu

Dactylorhiza sambucina (L.) So6 pattici do celedi Orchidaceae je evropsky druh
s aredlem rozsifeni od jizni Skandinavie aZ po horské oblasti Stfedomoii. Vyskytuje se na
plné oslunénych travnicich, na horskych loukdch nebo ve svétlych listnatych lesich,
kfovinami porostlych stranich a pastvinach, jejichz podloZzi tvofi karbonatové, neutrdlni az
sttedné kyselé hlinitopiscité piidy. Z vyctu stanovist’ je patrné, Ze je to druh s velkymi naroky
na svétlo (Jatiova & Smiték 1996).

Prstnatec bezovy je jedinym naSim druhem rodu, ktery ma hlizy podlouhle vietenovité,
az témer valcovité. Ze vSech naSich prstnatcii je v priméru nejmensiho vzrastu, dorlsta
obvykle vysky 10-20 cm. LodyZni listy jsou beze skvrn a nedosahuji k bazi kvétenstvi, které
je husté, zprvu kratce vejCité a posléze kratce a Siroce valcovité. VEtsi kvéty vyristaji z pazdi
bylinnych kopinatych listenti (Prochazka & Velisek 1983). Salivé kvéty této orchideje
neobsahuji nektar a vykazujici polymorfismus v barvé. Obvykle se jedna o Zluté nebo cervené
kvetouci jedince vykvétajici Casné z jara (konec dubna, zacatek kvétna), ktefi se nelisi ve
vysce, poctu listll, poctu kvéth a jejich velikosti a pokud je znamo, tak ani ve viini (Nilsson
1980, Gigord et al. 2001, 2002, Kropf & Renner 2005, Pellegrino et al. 2005a). Avsak nékteré
experimenty dokazuji, ze ¢melaci opylujici tyto Salivé kvéty stejné¢ uptednostiuji jako
zékladni voditko pro shanéni potravy barvu kvéth pred ostatnimi kvétnimi charakteristikami
(Gumbert & Kunze 2001). Frekvence barev v ramci jednotlivych populaci mohou byt velmi
rizné, od barevné vyvazenych az po zcela jednobarevné (Nilsson 1980, Gigord et al. 2001,
2002, Pellegrino et al. 2005a, Kropf & Renner 2005). Pylové zrna vznikaji v tetradach, které
jsou spojeny v brylku a v tomto utvaru jsou také prendSena. Plodem je tobolka s velkym

mnozstvim malych semen, které jsou rozSifovany vétrem. U tohoto druhu se uplatiiuje
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pomérné velky podil mykotrofie na celkové vyzivé dospélych rostlin (Prochdzka & Velisek
1983).

V Ceské republice je prstnatec bezovy zafazen celostatné do kategorie silné ohrozenych
druhii C 2, v moravskoslezské regionu do kategorie ohroZenych druhti C 3 (Jatiova & Smitak

1996).

2.2 Popis lokalit

Pokus s prstnatcem bezovym se uskutecnil v kvétnu roku 2006 na ctyfech lokalitach
v Beskydech, znichz dvé (U Cotkii, Hrachovec) se shodovaly s lokalitami vybranymi v
predeslém experimentu provedeném v roce 2002 (Jersdkova et al. 2006b). VSechny tyto
lokality se nachdazeji mezi 49°16" a 49° 25" severni §itky a 18°07" a 18°11" vychodni délky
v nadmotskych vyskach od 467 do 745 m n. m. PocCty rostlin v jednotlivych populacich se
pohybovaly od 164 do 885. V kazdé populaci byl zjistén celkovy pocet jedincti a pocet
cervené a zluté¢ formy. Z jinych druhti kvetoucich na lokalitich v dobé pokusu byly
zaznamenany mezi zluté kvetoucimi rostlinami predevsim Primula veris a Lotus corniculatus,

z fialové kvetoucich Polygala vulgaris, Viola sp. a Ajuga reptans.

2.3 Metodika pokust
2.3.1 Opylovani

Na 4 lokalitach bylo ndhodné vybrano po 10-12 jedincich od kazdé barvy. Aby se
zabranilo pfirozenému opylovani, byli vybrani jedinci na zacatku sezény (zacatek kvétna)
zakryti sitkami na draténé konstrukci. Prstnatec bezovy neni schopen spontanni autogamie,
plody se v prirod¢ vyviji pouze po opylovani hmyzem (Jersakova 1998). Na kazdém jedinci
bylo nasledovné opylovano Sest spodnich kvétii: opylovani v ramei fenotypu (PP nebo YY; 3

kvéty) a mezi fenotypy (PY nebo YP; 3 kvéty), pficemz P znamena Cerveny kvét a Y zluty
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kvét, prvni pismeno znamena barvu kvétu zdroje pylu a druhé barvu opylovaného kvétu.
Opylované kvéty byly oznaceny barevnymi dratky pro pozd¢jsi rozliSeni mezi jednotlivymi
typy opylovani. V ramci jednoho kvétenstvi se zasahy stfidaly. Na opyleni jednoho kvétu byla
pouzita vzdy jedna brylka, kterd byla sebrana ze vzdalenéjSich jedinct. K opylovani bylo

pouzito paratko.

2.3.2 Zjisténi kvantity a kvality semen

Po dozrani byly semeniky sebrany a nechaly se voln¢ doschnout v Eppendorf
zkumavkach. Poté se znich vyjmula semena, ktera jsem zvazila na analytickych vahéch.
Semena byla uchovdvana v chladnicce pii 4°C. Nasledné jsem pocitala semena
z jednotlivych semenikii pod stereoskopickym mikroskopem. Cést semen ze zkumavky jsem
vzdy pfenesla pomoci pinzety na Petriho misku, kde jsem je pocitala ve 4 kategoriich: semena
s velkymi embryi, semena s malymi embryi, semena s abortovanymi embryi a semena
prazdna. Abortovand embrya se vyznacuji odliSnym tvarem, vypadaji jako scvrkla a jsou
tmavsi, zatimco prazdna semena se Casto jevi pod stereoskopickym mikroskopem jako tenké
utvary, v kterych neni patrné embryo. Z kazdého semeniku jsem takto vzdy spocitala alesponi
200 semen. Pro uleh¢eni pocitani jsem si pfedem na Petriho misky nakreslila lihovym fixem

miizku a pfenesend semena jsem pocitala v jednotlivych Etvercich.

2.3.3 Zjisténi vitality semen pomoci tetrazoliového testu

Zivotaschopnost semen byla posuzovana pomoci tetrazoliového barveni (Van Waes &
Debergh 1986), na kterém jsem pracovala spolecné se svou konzultantkou Ivou
Schodelbauerovou. Den pied pokusem jsem ptipravila 5% Ca(OCl),, ktery rozruSuje testu
semen, a 1% Tween-80, ktery zabranuje slepovani semen. V den pokusu jsem oba pfipravené

roztoky smichala v poméru 2:1 v kadince, do které jsem ponofila vzorky na 12 hodin. Takto
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oSetfena semena jsem umistila na planktonni sitku (5x5 cm) s velikosti ok 50um, sitku jsem
prehnula a vlozila do diaramecku. Kazdé dvé hodiny po vlozeni vzorkti do roztoku je nutné
tento roztok promichat, aby se Ca(OCl), neusazoval na dné. Vzorky jsem po vyjmuti nechala
odstat v destilované vodé po dobu 24 hodin. Dalsi den jsem je pfemistila do 1% TTC (2, 3, 5-
triphenyltetrazolium chlorid) a nechala pisobit 24 hodin. Béhem tetrazoliového barveni byla
kadinka se vzorky v termostatu s nastavenou teplotou na 30°C. Nésledujici den jsem vzorky
vyjmula z termostatu a 3x promyla destilovanou vodou. Poté jsem odsala ptebyte¢nou vodu a
sitku jsem otiskla na Petriho misku pfedem potfenou vazelinou, na kterou se semena prichyti.
Pod stereoskopickym mikroskopem jsem spocitala prazdna, neobarvend, ¢astecné obarvena
(svétle rizova) a obarvena (Gervend) semena. Cervené zbarvena semena miZeme oznadit za
plné€ Zivotaschopnd, svétle rizova barva signalizuje primérnou vitalitu a neobarvena semena
nejsou vitdlni (Van Waes & Debergh 1986). Jednotlivé vzorky byly takto ptipraveny ze vsech

semenikll. V priméru jsem spocitala na kazdé misce 364 semen.

2.4 Pouzité statistické metody

Data jsem zpracovavala v programu Statistica 7.

Data o vaze semen neméla normalni rozdéleni, proto jsem je pro ptiblizeni Gaussové
distribuci transformovala logaritmickou transformaci. Stejné tak data o podilu semen
s velkymi embryi a podilu prazdnych semen neméla normdlni rozdéleni, tato data jsem
transformovala arcsinovou transformaci. Data o podilu vitdlnich semen méla normalni
rozdeleni. Normalitu dat jsem testovala Kolmogorov-Smirnovovym testem.

Vliv typu kiiZzeni na hmotnost semen a jejich Zivotaschopnost byl analyzovan
dvoucestnou analyzou variance (faktoridlni ANOVA) s nezavislymi proménnymi: lokalita,
barevnd forma a typ kiizeni a zavislymi proménnymi: hmotnost semen, podil semen

s velkymi embryi, podil prazdnych semen a podil vitdlnich semen. Pro stanoveni statistické
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prikaznosti rozdili mezi vlivem jednotlivych lokalit na vySe zminované zavislé proménné
jsem pouzila Tukeyho test.

Vysledky testi byly posuzovany na 5% hladin€é vyznamnosti. Pro tvorbu vSech grafi
byla pouzita ptivodni netransformovand data. Chybové tusecky v grafech ukazuji stfedni

chyby pruméru.
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3 Vysledky

3.1 Vliv lokality a zptisobu opyleni na vahu semen

Nebyl zaznamenan rozdil ve vlivu jednotlivych kiizeni barevnych forem na vdhu semen,

zatimco statisticky priikkazné jsou rozdily ve vdze semen na jednotlivych lokalitach (tab. 1,

obr. 1).
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Obr. 1. Zavislost vahy semen na lokalité a zasahu.
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Tab. 1. Vysledky zdvoucestné analyzy variance, kterou jsem testovala typ zasahu na hmotnost semen
z jednotlivych lokalit. Zavisla proménnd: vadha semen; nezavisld proménna: lokalita, zdsah a barevna forma
rostliny. Statisticky prtikazné hodnoty (p < 0.05) jsou vyznaceny tucné. (faktoridlni ANOVA: d.f. - stupné
volnosti, F - hodnota testového kritéria, p - dosazena hladina vyznamnosti)

Dependent variable d.f.  F-value p-level

vaha semen
lokalita 3 43.88 <0.001
barevna forma 1 0.03 0.873
zasah 1 0.32 0.574
lokalita x barevna forma 3 0.23 0.878
lokalita x zasah 3 0.36 0.780
barevna forma x zasah 1 <0.001 0.994
lokalita x barevna forma x zasah 3 0.02 0.996
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3.2 Vliv lokality a zptisobu opyleni na podil semen s velkymi embryi a na podil semen

prazdnych

Zpasob opyleni nemél vliv na podil semen s velkymi embryi v populaci, zatimco

statisticky prukazny je vliv lokality (tab. 2, obr. 2) . Stejné tomu tak je u podilu prazdnych

semen, kdy statisticky prikazny je opét pouze vliv lokality (tab. 3, obr. 3).
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Obr. 2. Podil semen s velkymi embryi v zavislosti na lokalité a zpisobu opyleni.

Tab. 2. Vysledky z dvoucestné analyzy variance, kterou jsem testovala typ zasahu na podil semen s velkymi
embryi v jednotlivych lokalitich. Zavisla proménna: podil semen s velkymi embryi; nezavisla proménna:
lokalita, zasah a barevna forma rostliny. Statisticky prikazné hodnoty (p < 0.05) jsou vyznaleny tuc¢né.
(faktorialni ANOVA: d.f. - stupné€ volnosti, F - hodnota testového kritéria, p - dosazena hladina vyznamnosti)

Dependent variable d.f.  F-value p-level

podil semen s velkymi embryi
lokalita 3 2.93 0.035
barevna forma 1 0.08 0.781
zasah 1 0.62 0.434
lokalita x barevna forma 3 1.29 0.279
lokalita x zasah 3 0.62 0.601
barevna forma x zasah 1 0.28 0.601
lokalita x barevna forma x zasah 3 0.16 0.926
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Obr. 3. Podil prazdnych semen v zavislosti na lokalité a zpisobu opyleni.

Tab. 3. Vysledky z dvoucestné analyzy variance, kterou jsem testovala typ zasahu na podil prazdnych semen
v jednotlivych lokalitach. Zavisla proménna: podil prazdnych semen; nezédvisla proménna: lokalita, zasah a
barevna forma rostliny. Statisticky prikazné hodnoty (p < 0.05) jsou vyznaceny tucné. (faktorialni ANOVA: d.f.
- stupné volnosti, F - hodnota testového kritéria, p - dosazena hladina vyznamnosti)

Dependent variable d.f.  F-value p-level

podil prazdnych semen
lokalita 3 13.47 <0.001
barevna forma 1 0.71 0.400
zasah 1 0.02 0.878
lokalita x barevna forma 3 1.30 0.275
lokalita x zasah 3 0.31 0.815
barevna forma x zasah 1 0.09 0.766
lokalita x barevna forma x zasah 3 0.10 0.961

3.3 Vliv lokality a zptisobu opyleni na vitalitu semen

Zavislost podilu vitalnich semen na zpiisobu opyleni a lokalité je znazornéna na obrazku
4. Statisticky prukazny rozdil byl zaznamenan u interakce lokalita x zasah, ale dale pouze
lokality maji prikazny vliv na vitalitu semen, zatimco vliv zpisobu opyleni neni statisticky

prikazny (tab. 4).
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Obr. 4. Zavislost podilu vitadlnich semen na zptisobu opyleni a lokalité.
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Tab. 4. Vysledky mnohondsobného porovnani z dvoucestné analyzy variance, kterou jsem testovala typ zasahu

na podil vitadlnich semen v jednotlivych lokalitich. Zavisla proménna: podil vitdlnich semen; nezavisla
proménna: lokalita, zasah a barevna forma rostliny. Statisticky prikazné hodnoty (p < 0.05) jsou vyznaceny
tuéné. (faktoridlni ANOVA: d.f. - stupné volnosti, F - hodnota testového kritéria, p - dosazena hladina

vyznamnosti)

Dependent variable d.f.  F-value p-level

podil vitalnich semen
lokalita 3 15.77 <0.001
barevna forma 1 0.17 0.682
zasah 1 0.15 0.704
lokalita x barevna forma 3 5.94 0.001
lokalita x zasah 3 0.59 0.623
barevna forma x zasah 1 <0.001 0.984
lokalita x barevna forma x zasah 3 0.52 0.672
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3.4 Rozdily mezi lokalitami
Je patrné, Ze mezi vSemi sledovanymi charakteristikami semen se objevuji statisticky
prikazné rozdily mezi jednotlivymi lokalitami. Tyto rozdily jsou ptfehledné znazornény

v tabulce 5.

Tab. 5. Primérmné hodnoty jednotlivych zkoumanych charakteristik (z netransformovanych dat, mean - pramér,
SE - stfedni chyba priméru). Stejna pismena znaci statisticky neprikazné rozdily ve vlivu lokalit na konkrétni
efekt (Tukey test, p < 0,05).

U Cotki Hrachovec Javorna Zakopci
mean + SE mean + SE mean + SE mean + SE

vaha semen (g) 0,009 + 0,001 0,006 + 0,001 0,008 + 0,001 0,016 + 0,001

a b ab c
podil semen 0,64 + 0,03 0,67+ 0,03 0,73 + 0,03 0,76 + 0,03
s velkymi embryi

a ab ab b
podil prazdnych 0,11+ 0,01 0,03+ 0,01 0,03+ 0,01 0,03+ 0,01
semen

a b b b
podil vitalnich 0,41 + 0,02 021 + 0,02 0,35+ 0,02 0,28 + 0,02
semen

a b ac bc
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4 Diskuse

Z vysledk je patrné, Ze se nepodafilo vyvratit nulovou hypotézu stanovenou v tvodu a
ma data tedy nepodporuji hypotézu, zZe se jednotlivé barevné formy prstnatce bezového lisi ve
svych reprodukénich zdatnostech. Patrny je vliv lokalit na jednotlivé zjiStované
charakteristiky. Pfedev§im véha semen z lokality Zakopc¢i se znatelné 1i8i od ostatnich - na
této lokalité se vyskytovali na prvni pohled vétsi jedinci.

Zasadni otazkou zlstava, pro¢ se nepodafilo dojit k podobnym vysledkiim jako
v experimentu provedeném v roce 2002. Kdyz oba experimenty srovname, dojdeme ke
Zjisténi, Ze predevsim semena z lokality U Cotku se lisi ve vitalits. Z grafu (obr. 4) je vidét
spiSe opacny trend, nez ktery byl prokdzan diive, a to ve prospéch Zluté¢ zbarvenych jedinct.
Moznym vysvétlenim by v tomto ptfipadé mohlo byt, ze kazdé barevné forme se daii 1épe za
ruznych podminek prostiedi, co se tykd predevSim srazek, protoze v roce 2006 byly oproti
roku 2002 o dost destivejsi mésice kvéten a Cerven, které hraji roli v dozravani semenika této
orchideje (viz Ptiloha 1).

Ziejmé ze stejného diivodu se ani v jednom piipad¢ nepodaftil prokazat vliv typu kiizeni
jednotlivych barevnych forem na zkoumané charakteristiky, zatimco v predeslém
experimentu zlutd forma vykazovala prikazné niz$i vitalitu i vdhu semen. Je mozné se
domnivat, Zze rozdilnd fitness rostlin se projevuje az za zhorSenych Zivotnich podminek.
V roce 2006 nebyly rostliny z téchto lokalit nijak stresovany suchem, coz nemizeme tvrdit o
predeslém experimentu. Pokud by toto tvrzeni bylo pravdou, bylo by vhodné pokus zopakovat
v tomto roce, popt. v n€kolika dalSich letech za sebou, a porovnat s doposud zjisténymi
vysledky.

Kromé hypotézy o rozdilné reprodukéni zdatnosti bychom také méli vzit v uvahu jiné
teorie, které by mohly vysvétlit pfevahu Cervené formy prstnatce bezového ve vsetinskych

populacich.
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Ur¢itou roli by mohl hrat geneticky drift, ktery se objevuje v malych populacich, kde je
omezena vyména genetického materidlu s jinymi populacemi, protoze tok pylu mezi
jednotlivymi populacemi prstnatce bezového je velice maly (Jersakova, nepubl. data). Takto
by mohlo dojit ke vzniku populaci s nevyvazenym pomérem barevnych forem. Efekt velikosti
populace na odchylku od poméru barevnych forem 1:1 byl uz testovan, ale s negativnim
vysledkem (Jersakova et al. 2006b).

S populacemi, kde pfevlada cervena forma této orchideje, se setkdvame napiiklad také
ve Svédsku (Nilsson 1980), zatimco naptiklad v jizni Francii (Gigord et al. 2001) pievlada
forma Zluta a v nékterych populacich v Némecku se dokonce setkavame s populacemi, kde se
nevyskytuje jediny Cerven¢ zbarveny jedinec, €i jeden az dva na velké mnozstvi zlutych
(Kropf & Renner 2005). Takto odlisné zbarvené populace by mohly byt vysledkem
rozdilnych preferenci opylovact v riznych zemépisnych oblastech (Smithson & Macnair
1997). Na jedné z lokalit v Beskydech byl sledovan pohyb pylu (Masler 2007), kdy se
opylovaci nejcastéji pohybovali mezi ¢ervenymi formami, daleko méné mezi variantami
zlutymi a maly pfesun pylu byl zaznamenan i z Cervenych jedinct na zluté. Tento vysledek by
podporoval teorii o preferenci opylovact pro jednu z barev, ale zaroven vyvraci fungovani
selekce zavislé na frekvenci. Tyto vysledky by bylo vhodné také jeSté ovéfit, protoze je
mozné, ze jsou zkresleny Spatnym uvolniovanim brylek ve Zzlutych kvétech, které byly
nabarveny barvou, kterd tento jev mohla zapficinit.

Dalsi nezanedbatelnou hypotézou je vliv pH pudy. Dalo by se predpokladat, ze zluta
varianta bude preferovat stanovisté s niz§im pH a naopak cervena zasaditéjsi. Tato teorie se
zaklada na ovlivitiovani zbarveni okvétnich listkii anthokyanovymi pigmenty, kdy se tmavé
barvy tvoii v zésaditém prostiedi, zatimco svétlé v prostiedi kyselém, coz by mohlo také
vysvétlovat vyskyt jednobarevnych populaci v Némecku, kde se rostliny nachazeji na

kyselych pudach. Tato teorie byla ale vyvracena v radmci celoevropského projektu (Masler
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2007), vliv pH na frekvenci zlut¢ formy nebyl potvrzen, stejné¢ tak pfitomnost stejné
barevnych shluki v ramei jednotlivych populaci na zaklad¢ rozdilné ptidni acidity.

Pokud opomeneme vSechny tyto hypotézy, naskyta se tu jesté otazka, zda neni Cetnost
barevnych forem determinovana geneticky bez toho, aby méla evoluéni vyznam. Rozdily
v ¢etnostech barevnych forem pak mohou byt disledkem toho, Ze populace, které si jsou
geograficky blizké, si jsou i geneticky podobné, a proto maji i podobnou cetnost prislusnych
kvétnich forem a naopak.

Vétsinu téchto hypotéz by bylo jesté tieba testovat, abychom se doveédéli vice o biologii
tohoto zajimavého druhu, coz by mohlo pfispét k porozuméni mechanismim, které¢ vedou k

udrzovani polymorfismu v barvé jeho kvéti, a v budoucnu také k jeho efektivnéjsi ochrané.
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5 Zavér

Prstnatec bezovy je evropsky druh orchideje, ktery je modelovym organismem
z hlediska zkouméni mechanismii udrzujicich polymorfismus v barvé kvétu. Jednou
z hypotéz, ktera by vysvétlovala riazné fenotypové slozeni populaci tohoto druhu, je moznost,
ze se ob¢ barevné formy lisi ve své zivotaschopnosti. Tuto hypotézu jsem testovala na ctyfech
lokalitach v Beskydech, kde byly provedeny opylovaci experimenty, z kterych vyplynulo, Ze
jednotliva kiizeni barevnych forem a barva rostliny nemély vliv na vahu semen, na podil
semen s velkymi embryi, na podil prazdnych semen, ani na podil semen vitdlnich

v jednotlivych populacich.
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Priloha 1

Data Ceského hydrometeorologického tistavu z meteorologické stanice Holesov (224 m n. m.,

49°19' 07" severni §itky, 17° 34' 24" vychodni délky).

srazky (mm)
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Pramérny uhrn srazek z mésicu kvéten a ¢erven
v jednotlivych letech
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