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1. Uvod

1.1 Mykorhizni symbidza

Mykorhizni symbidza je druh souziti mezi houbowstlinou, i kterém vznikaji specifické
organy zvané mykorhizy. Mykorhizni symbioza jefirpde Siroce roz§ena a odhaduje se, Ze
asi 90 % vSech rostlin jesbr¢ spojeno s pdnimi houbami (Wang a Qiu 2006). Jedna se tak
o dilezitou sowdst terestrickych ekosystémV klasickém pojeti mykorhizni symbidzy
dodava houba rosténmineralni latky a vodu, rostlina naopak poskythpule asimilaty.
Jedna se tak o vztah mutualisticky.

Houby, vyskytujici se v mykorhizach, zahrnujickalik skupin pravych hub
(Eumycota), a to Ascomycota, Basidiomycota, a Glamgcota (Smith a Read 2008). Tyto
houby kolonizuji hlava korenovou pokoZzku (rhizodermis) aflemovou Kiru, ktera zpravidla
tvoii neékolik vrstev pod rhizodermis (Gryndler a kol. 2008)ykorhizy rozalujeme podle
zpusobu kontaktu mezi houbou atkoem. U endomykorhizniho typu pronikaji houbova
vlakna do budk hostitelské rostliny, u ektomykorhizy se houboxldkna nachazeji jen
v meziburg¢nych prostorech. Pokud mykorhiza kombinuje znakguotySe uvedenych typ
nazyvame ji ektendomykorhiza (Gryndler a kol. 2004)

Endomykorhiza se dale rofddje na rekolik dalSich tym (Gryndler a kol. 2004):

. Arbuskularni mykorhiza (AM) je vifrode nejrozstensjsi, vyskytuje se
piiblizné u 80% rostlin (Smith a Read 2008) zahrnujicich tdggmenné a
nahosemenné rostliny, kapradiny, pla¥un greslicky. AM tvoii houby ze skupiny
Glomeromycota. Tato mykorhiza je charakterizovanaeziburgénymi i
vnitrobure¢nymi hyfami a kéickovitymi Utvary nazyvanymi arbuskuly, nachazejicimi
se uvnit burek korene.

. Erikoidni mykorhiza (ER) se vyskytuje hlavnu tadu Ericales a
vyzna&uje se charakteristickymi smotky hyf uuniburek. Nejvice jsou f ni
kolonizovany buky rhizodermis.

. Orchideoidni mykorhiza (OM) se vyskytuje u rostlateledi a je
charakterizovdna Orchidaceae vy®@dm klubéek hyf (pelotoid) uvnitt bursk
korenové Ky, skrz rhizodermis houbova vidkna jen pronikajajflou se ale i
vyjimky u rekterych tropickych druln (Martos a kol. 2009) u kterych jsou

kolonizovany i buiky rhizodermis).



Ektomykorhiza (ECM) je charakterizovana hyfovym Stdén obalujicim zkracené
kotinky rostlin a Hartigovou siti t¥enou houbovymi vlakny v mezib&nych prostorech;
vlakna zarove nepronikaji do vnihich prostoit burek hostitele. Tato mykorhiza se
vyskytuje téndt vyluéné u dcevin (Gryndler a kol. 2004).

Mezi mére znamé druhy mykorhizy péatarbutoidni, monotropoidni a pyroloidni
mykorhiza. Bi arbutoidni mykorhize obaluje houbarkay rostliny hyfovym plagm a vnika
do burgk rhizodermis. Tuto mykorhizu @eme pozorovat u ékterych rostlin zeledi
Ericaceae. Dalsi dva typy, monotropoidrieléd Monotropaced® a pyroloidni ¢eled
Pyrolacead mykorhiza, jsou si velice podobné. #€a je @i nich obalovan hyfovym pla&in
a v mezibuaénych prostorech je vyt¥ana Hartigova $j podobr jako pi ECM. Do
vnitinich prostolt burek zasahuji hyfy jen kratkymi wiistky nazyvanymi kotky (Gryndler
a kol. 2004). Ve vSeclidch gipadech se jedna o ektendomykorhizy.

Na mykorhizni symbiézu vSak nelze nahliZet jakoidglni mutualismus, spiSe se
jedna o kontinuum mutualistickych az parazitickyoterakci, v zavislosti na druhu houby,
rostliny a podminkach prdsdi. Dale je mnoho rostlin znamo svoji zavislosti houboveé
vyzivé behem klteni a poateiniho vyvoje, pozdi se vSak stavaji autotrofnimi. Mezi tyto
tzv. paateini mykoheterotrofyadime wkteré kapradiny (nap Botrychium, Ophioglossum)

a plavurt (nag. Lycopodium, Huperzia), vSechny autotrofni druhy orchideji a prapddobr

i nekteré zastupceeledi Gentianaceae. Vyjimkurgrstavuji pl&d mykoheterotrofni (MH)
rostliny, které #stavaji na houbové vyavzavislé cely Zivot a stavaji se tak parazity
(Bjorkman 1960).

MH rostliny se vyvinuly nezavisle na sbbu nikolika rostlinnych celedi:
Monotropaceae, Gentianaceae, Petrosaviaceae, datedae, Burmanniaceae, Corsiaceae a
OrchidaceaeZatim bylo popsanoiiblizné 400 drulii pIn¢ MH rostlin, z nichz 200 nalezi do
¢eledi Orchidaceae (Leake 1994).ddhto rostlin doSlo &hem vyvoje ke ztrétchlorofylu.

Jako typ vyzivy kombinujici autotrofii (AO) a MH ky u rostlin popsanéasténa
mykoheterotrofie neboli mixotrofie (MX). Mixotrofieyla poprvé popsanaias, pozéji byla
rozpoznana u orchideji (Selosse a kol. 2004, Jald&wl. 2005). V nedavné deélbyla také
popsana u é&kterych rostlin ¢eledi Pyrolaceae (Tedersoo a kol. 2007jedpokladany
evolwni vyvoj probihal ve s#ru od AO ges MX k MH (Selosse a Roy 2009).

Pro vSechny tyto skupiny, jejichdenové jsou alesgopo c¢ast vyvoje zavisli na

houbové vyzi¢, jsou charakteristicka mald semena obsahujicimmim zasobnich latek a

"V souwasné dobjsou jiz celedi Monotropaceae a Pyrolac#aeeny daseledi Ericaceae.

-2-



dohe se §ici wtrem, casto velmi redukovany kenovy systém, schopnostditis relativre
Uuzkym spektrem mykorhiznich hub a dlouha obdobimdmice, Bhem nichz dosfé rostliny

netvai nadzemni organy.

2. Orchideoidni mykorhiza

2.1 Zakladni popis OM

Orchidaceae fiedstavuji jednu z nejtSich rostlinnychteledi s odhadovanym gem druli
20 000 az 35000 (Dressler 1993 a 2004, Malber@g71Cribb a kol. 2003). &kterymi
autory je povazovana za né&jsi vibec (Cribb a kol. 2003). Jedna se o izolovanou joau
vétev fadu Asparagales, ktera vzniklged 76 aZz 84 mil. let (Ramirez a kol. 2007). Orcjgde
jsou roz&ieny gedevSim v tropech, ale vyskytuji se prakticky pt& @engkouli, a to az po
boreélni pasmo. Eteme najit jak terestrické, tak i epifytické a fiytické ristové formy.

U orchideji se také vyvinul specificky druh mykami ktery ma pro rostlinu zasadni vyznam
— ta je na ni zcela adaptovana a nedokaze bezpiifodnich podminkach vyklit (nap:.
Rasmussen 1995, Gryndler a kol. 2004, Smith a Rea8). Zarové neni znamo, Ze by se
tento typ mykorhizy vyskytoval i v jinyckeledich rostlin (Gryndler a kol. 2004). Houby
vytvérejici OM rozalujeme do dvou skupin. Prvni téiosaprotrofické houby ze skupiny
rhizoctonia, druhou skupinou jsou houlizie tvorici ECM.

Prvni poznatky o zavislosti orchideji na mykorhjzechazeji z ptatku 20. stoleti
(Bernard 1909, Burgeff 1909). V té dobyl také popsan prvni typ OM, a to tolipofagni
forma (Bernard 1909). Druhym typem je ptyofagniriar(Burgeff 1932).

Tolipofagni forma je mnoheméebrgjSi a byla popsana u drtivéstginy orchideji.
Nalezneme ji u v8ech vyvojovych stadii, od protokorpo dosplou rostlinu. Protokorm je
specificky kléni utvar orchideji a odpovida hypokotylu afémovému zakladu u ostatnich
rostlin. Vznika z embrya a pogdse diferencuje v jednotliva pletiva.

K praniku houbovych vidken do protokormu dochazi skrzpsmzorové hiky nebo
skrze vlaSeni pokozky; u dadpch rostlin je to skrze rhizodermis (Rasmussen 5199
Gryndler a kol. 2004). Mykorhizni houba se pot# fEn ve vrjSi ¢asti kdenové kiry a
nezasahuje doigidniho valce (Rasmussen 1995); existuji ale i WyinMartos a kol. (2009)
popsal u dvou MH tropickych orchideji kolonizadiegtni a vnitni ¢asti kaenové Kry, kdy

zarovai byly kolonizovany i biiky rhizodermis.



Kolonizované biiky se daji rozlisSit nagkolik skupin. Nejblize k povrchu kene lezi
vrstva bugk, kterymi houba jen présta. Proiistani je vyhradé symplastické, to jestifmo
z buiky do buiky (Gryndler a kol. 2004). Blize ke isetinimu valci se nachazi vrstva
hostitelskych a stravovacich kit V hostitelskych biikkach jsou houbou vytvéany pelotony.
Ty zastavaji v periplazmatickém prostoru a jsou obklgperchlipenou plazmatickou
membranou(Rasmussen 1995, Smith a Read 2008).oPrastzi plazmatickou membranou
rostliny a bugc¢nou sénou houby je vyplén cytoplazmou a hrajettezitou roli v genosu
Zivin. Na obou stranach tohoto prostoru je zaznawéma aktivita ATPas (Smith a Read
2008). V dalsi (stravovaci) fazi btlh nastava lyze pelotén které jsou postugn
degradovany. Lyze pelotarje povazovana za obranou reakci rostliny (Smikead 2008) a
piedpoklada se, Ze hraje roli ve vy&ivostliny (Rasmussen a Whigham 2002); tomu
odpovida i aktivita ATPas, ktera bylai pyzi zaznamenana jen na plazmatické membran
rostlinné buiky (Smith a Read 2008). Zatim se vSathdm lyze nepoddo prokazat
enzymatickou aktivitu rostlinnych bak, ktera by odpovidala aktivnimu stravovani peléton
takZe je stale jeStmozny scénave kterém je degradace hyf povaZzovana za autdiyfu
samotnych (Gryndler a kol. 2004). Zaréve orchideovych hlizach, kenech i listech byly
objeveny latky s fungicidniméinkem nazyvané fytoalexiny (naporchinol a hircinol), které
patrre  slouzi ke kontrole a potlavani houbové kolonizace v rostlinnych rikach
(Rasmussen 1995, McCormick a kol. 2006¢h&n lyze aAstdva plazmaticka membrana
rostlinné buky nepoSkozena a bka tak mize byt houbou znovu kolonizovana (Smith a
Read 2008).

Druhy typ OM, ptyofagni forma, je daleko mé€prozkouména a byla zatim popsana
jen u rekolika nezelenych tropickych orchideji. Hlavni rdz@ v lyzi hyf. Narozdil od lyze
pelotoni u tolipofagni formy, i ptyofagni forn¢ jsou stravovany jednotlivé hyfy piistajici
do burgk korene (Gryndler a kol. 2004).

2.2 Vyznam mykorhizy pro orchideje

Orchideje vytvéeni miniaturni semena bez endospermu a s minimargetickych zasob.
Nedostatek Zivin zjsobuje zavislost na symbiotické heulichem Kklteni a vyvoje
protokormu. Tato zavislost trva az do vyvinuti Wako fotosyntetického aparatuiipadré
cely zivot u MH rostlin. Bhem tohoto obdobi je rostlina povazovana za paramt houb.

Semena také nemohou ba#t@mnosti symbiotické houby vyuzit vlastni energedi zasoby,



patrre kvili nepfitomnosti glyoxysomu a nizké koncentraci endogdnsecharid (Smith a
Read 2008).

Pozdji, po vyvinuti vlastniho asimitaiho aparétu, je rostlina jiZ schopna sama si
syntetizovat organické sloeniny a stava se autotrofniagtava vsak na hotlcelozivotrg
zavisla pi ziskavani mineralnich latek a vody (Rasmusserbll9®aroveé i v dosglosti
muze rostlina od houby ziskavatkteré organické slaeniny (Cameron a kol. 2006, 2008).
Dlouho byla sporna otazka, zda rostlina v atsgti poskytujetast asimilai hout®: previadal
nazor Ze nikoliv, a orchideje tak byly povazovary parazity (napp Rasmussen 1995).
Posledni vyzkumy vSakigesun asimilat do houby prokazaly (Cameron a kol. 2006 a 2008,
Latalova a Balaz 2010). Podlechto vysledk se tak jednda o symbidzu v pravém smyslu
slova, zarove vSak o symbi6ézu mnohem niéstabilni nez u jinych dradhmykorhizy (Smith
a Read 2008).

Mixotrofie byla u orchideji no¥ popsana f&d rékolika lety (Selosse a kol. 2004), a
zatim je znama pouze u tribu Neottieae a g§malezejicich rodl Epipactis a Cephalanthera
(Selosse a kol. 2004, Julou a kol. 2005, Abadi®la2006). U &chto rostlin, rostoucich na

lesnich stanovistich, byla odhalena kombinace A®IHh Rostliny s nedostatkem &la,

listové plochy¢i chlorofylu si tak vypomahaji Epipactis microphylla
ziskavanim organickych sléenin Epipactis helleborine
z mykorhiznich hub. Pomoci izotopovych anal Epipactis distans

bylo zjiS€no, Ze tyto rostliny ziskavaji 7 az 85 ¢ . Epipactis atrorubens

uhliku (Selosse a kol. 2004) a 61 az 77 % dus
(Bidartondo a kol. 2004) od svého mykorhiznit

partnera. Zarovebylo zjis&no, ze se MX druhy 4[

Limodorum aborfivum

Listera (= Neottia) ovata

poji sdruhy hub typickymi pro ECM

Cephalanthera longifolia

Prostednictvim &chto hub vytvéejicich jak OM,
tak ECM mohou MX i MH rostliny ziskavar .

Cephalanthera damasonium

asimilaty z okolnich stroth (Bruns 1995, :

Cephalanthera rubra

McKendrick a kol. 2000). Tento vztah je tak | |

- | Autetrophic

nékdy nazyvan epiparazitizmus (Bjorkman 1960 outgroups

Mykoheterotrofie se u orchideji vyvinula Obr. 1. Fylogeneze tribu Neottieae ukazujici

; y 2\ i ; vyvoj od autotrofie pes mixotrofii k pIné
asl dvacetkrat nezavisle na Solfyto rostliny mykoheterotrofii. Oranzova - mykoheterotrofie;

jsou po ztrét chlorofylu doZivotd zavislé na  modré, mixotrofie - zelena, autotrofi¢erna,
_ _ _ neznamy zfisob vyzivy. Pevzato ze Selosse a
vyzivé prostednictvim mykorhizy. U fevazné Roy (2009).



vétsiny €chto rostlin byly jako mykorhizni parttig¢ozpoznany ECM houby vazané na okolni
stromy (McCornick a kol. 2000, Bidartondo 2005, d3sk a Roy 2009). Vyjimku t¥io
nekteré tropické druhy vazané na saprotrofické haukidi Agaricales (Martos a kol. 2009)
a Tricholomatales (Ogura-Tsujita a kol. 2009).

Zajimavym zjis¢nim provedenym u MX druhje schopnost ieziti albinotickych
jedinai trpicich ztratou chlorofylu, coZz ukazuje na posuth MX k piné MH. Na zaklasl
téchto pozorovani byl odvozen vznik MH u orchideji tvech krocich (Julou a kol. 2005,
Selosse a Roy 2008): 1ygsun k ECM houbam dovoli MX; 2) specializace jennéiolik
mykorhiznich druf hub; 3) gechod k pIné MH a ztrata barviva. Posledni dva knsiohly
probthnout i v opaném pdadi. Této pedsta¥ odpovida i fylogeneze tribu Neottieae (obr. 1).

2.3 Houbovi partne Fi

VétSina orchideji se poji se saprotrofickymi houbamiskupiny rhizoctonia, ktera pamezi
Basidiomycota. Rhizoctonia je we vytvorena polyfyleticka skupina popsana na zaklad
anamorfnich stadii, ktera byla kultivovana a umi@@mnozilenit skupinu do &kolika rodi,

Z nichz se s orchidejemi poji hlavrnody Epulorhiza, Ceratorhiza a Moniliopsis (Rasmussen
1995, Gryndler a kol. 2004, McCormick a kol. 200@d. vyvinuti nového zjsobu kultivace
se pod&lo vyprovokovat tvorbu telemorfnich stadii, kteb&la no¥ pojmenovana jako
Tulasnella (anamorfa Epulorhiza), Sebacina (anamorfa Epulorhiza), Ceratobasidium
(anamorfa Ceratorhiza), Thanatephorus (anamorfa Moniliopsis) a Waitea (anamorfa
Moniliopsis) (Gryndler a kol. 2004, McCormick a kol. 2004). Ifxace jsou vSak zatizeny
kontaminacemi a moznosti chyby. Proto se v poslatbi® misto kultivaci pouZzivaji
k identifikaci symbiotickych hub hla¥nmolekularni metody, které umingji daleko pesrgjSi
urceni druhu s menSim rizikem kontaminace. Molekulanmétody je vhodné doplnit
transmisni elektronovou mikroskopii (TEM). Pozonov&louzi k pro¥ieni, zda izolovana
houba opravdu twd OM, ¢i zda se jedna o kontaminaci (fiapndofyty).

Zvlastni postaveni mezi rhizoctoniemi n¥dd Sebacinales, jehoZz zastupci jsou
povazovani za vSudyftomné a jsoutasto izolovani z OM (McKendrick a kol. 2002, Sekss
a kol. 2002, Taylor a kol. 2003, Selosse a kol.420QIulou a kol. 2005, Bourgoure a kol.
2005), ER (Selosse a kol. 2007) a ECM (Selossd.&2R02, Urban a kol. 2002, Avis a kol.
2003, Moyersoen 2006, Tedersoo a kol. 2006). Teddy pivodre vytvoreny na zaklatl
znali teleomorfnich stadii, byl po molekularnich anatjz@ozdlen na d¢ skupiny, A a B,

které se navzajem liSi ekologii (Weiss a kol. 20(&kupina A byla nejprve izolovana



z rekterych MH druli orchideji (McKendrick a kol. 2002, Selosse a 6102, Taylor a kol.
2003), pozdji i z MX druhi (Selosse a kol. 2004, Julou a kol. 2005). Zatosenove
skupiny A vytvdeji ECM (Selosse a kol. 2002, Urban a kol. 2002jsAa kol. 2003,
Moyersoen 2006, Tedersoo a kol. 2006). Skupina Bvggena saprotrofnimi druhy a je
charakteristicka pro zelené AO orchideje (Weis®la 2004, Bougoure a kol. 2005). Zardgve
obsahuje &které endofytické druhy (PeSkan-Berghtfe a kol.408 druhy vytvéejici ER
(Selosse a kol. 2007) a mykorhizugkterymi druhy jatrovek (Kottke a kol. 2003).

Druhou skupinu hultasto nachazenou v OM ttichouby &zZn¢ vytvarejici ECM se
stromy. Tyto houby jsou &kterymi druhy vyuzZivany jako zdroj asimitat hlavré pri
nedostatku sitla (Selosse a kol. 2004, Julou a kol. 2005) a jedymsi prostednikem
epiparazitizmu orchideji na okolnich stromech (@aréd002). Z ECM hub jsou v orchidejich
nachazeni jak zastupci Basidiomycota (na&ortinarius [Selosse a kol. 2004, Bidartondo a
kol. 2004, Julou a kol. 2005]Russula [Girlanda a kol. 2006],Inocybe, Tremela,
Hymenogaster [Bidartondo a kol. 2004]), tak i Ascomycota (hapuber [Sellose a kol. 2004,
Bidartondo a kol. 2004]).

Prava@podobnymi dvody vyswtlujicimi posunu k ECM partném by mohly byt:
1) horSi dostupnost rhizoctonii v lese (Selossela2004); 2) vyhodny fistup ke stromovym
produktim fotosyntézy skrze ECM (Selosse a kol. 2004)t&)ibwjSi zdroj uhliku od ECM
hub nez od saprotrofnich hub (Selosse a kol. 200bu a kol. 2005, Martos a kol. 2009).
Posun k ECM houbam se také poklada za predispozkieé MH (Julou a kol. 2005, Selosse
a Roy 2008). Zaroweale MH druhy vyskytujici se v tropickych oblastgsbu asociovany se
saprotrofnimi druhy hub, coz je patrapisobeno omezenym vyskytem ECM v tropech a
rychlejSim obratem Zivin (Martos a kol. 2009, Ogtisjita a kol. 2009).

3. Fyziologie OM

3.1 Prehled stadii kli €eni a jejich zavislosti na mykorhize

Orchideje tvéi miniaturni semena s embryem bez diferencovanyetivp Béhem klgeni
kazdé semeno nejprve projde asymbiotickou faziheim které absorbuje vodu a dochazi
k jeho nabobtnani, @ize dojit i k prasknuti testy (Smith a Read 200&m8no ale neni
schopné uzit své energetické rezervy (p¢pedobré pro nepitomnost glyoxisomu a nizkou
koncentraci endogennich sachéjiddokud neni kolonizovano symbiotickou houbou — ta
stimuluje glukoneogenezi a umaje mobilizaci zasobnich latek (Smith a Read 2088)im



nebyl rozpoznan zadny druh signalu mezi houbounaeeem, ktery by indukoval kini,
¢asto je ale uvazovan chemicky signal houby — ethylebo @istové hormony. Vliv &chto
latek nebyl dosud vifrodk prokdzan (Rasmussen a Rasmussen 2009) vtro stimuluji
u rekterych druli kliceni (Rasmussen 2002).

Pt interakci semene s houbouike nastat &kolik moznosti: 1) mykorhizni interakce
s naslednou tvorbou pelotion2) parazitovani houby na semeni a nasledné&mnisemene;
3) rezistence nebo odmitnuti houbyti Raboratornich pokusech rozhoduje o vysledku
interakce i druh substratu poskytnutého hodbstejny druh houby se v zavislosti na druhu
substratu chova jako symbiont nebo jako parazit @zdy (i interakci se stejnym druhem
orchideje (Rasmussen 1995).

Embryo je houbou &tSinou kolonizovano igs buiky suspenzoru, fijpadré pres
epidermalni vlaSeni (Rasmussen 1995, Smith a Ré@8)2Po proniknuti do kiky hyfa
invaginuje plazmatickou membranu a je obklopen&darvrstvou cytoplazmy. Kolonizované
buiky maji hypertrofované jadra a dochazi v nich Kradani Skrobovych zrn (Hadley a kol.
1971). Po kolonizaci dochazi na bazalni strambrya k vytvéeni protokormu a na apikalni
straré k vytvoreni funiktnich meristéma (Rasmussen 1995). Stadium protokormu trva az do
vytvoieni ristoveho vrcholu s primordiifist protokormu je monopodialni.

K rozliSeni na #etelné tkadd dochazi v firodnich podminkach velmi pomalu. Po
vyvinuti asimil&nich orgad jsou jiz rostliny autotrofni, ale do té doby jspin¢ zavislé na
mykorhizni houb, toto obdobi mze trvat i gkolik let. U druhuDactylorhiza sambucina toto
obdobi trva 2 roky, u druhlistera ovata 4 roky. Prvni kveteni pak nastava po 13 az 1slete
(Listera ovata) (Prochazka 1980).

3.2 Pfenos uhliku mezi houbou a rostlinou
NasSe znalosti o fgnosu latek v orchidejich jsou zatim velmi omezevidaboratornich
pokusech na dosfych rostlinach se ignos uhliku az donedavna n#ltaprokazat v ani
jednom sniru (houba-rostlina; rostlina>houba) (Hadley a Purves 1974, Alexandr a Hadley
1985) a pedpokladal se jenipnos uhliku z houby do rostliny (Rasmussen 1995o8edni
doke byl vSak penos uhliku u dosgych rostlin prokazan pomoci izotbp

Nejprve byl prokazanienos uhliku u MH rostlin duhColarorhiza trifida. Beéhem
laboratornich pokus bylo prokdzano, zeC. trifida ziskava uhlik od okolnich stram

prostednictvim asociované ECM houby (McKendrick a k@l0@).



Pozdji byl u AO rostlin druhuGoodyera repens prokazan jak fenos uhliku z houby
do rostliny, tak i penos zpt (Cameron a kol. 2006) a mnozstvi uhlikiegané houb
rostlinou bylo asi gtkrat wtSi (Cameron a kol. 2008)téhos byl prokazan v laboratornich
podminkach pomoci radioaktivniho izotopu uhlikuydolpii ném zjisS€no, Ze rostlina f@da
houke asi 2,6 % z celkového mnozstvi asimilovaného whliloto mnoZzstvi sté k prokazani
mutualistické asociace (Cameron a kol. 2006), izkdg OM zda mé&nmutualistickou nez
ostatni druhy mykorhiz — 6,6 az 8,9 % asimilovanéhtiku je do houby fgneseno u AM
(Leake a kol. 2006) a 20 % u ECM (Smith a Read 20R@s tyto vysledky jei@nos uhliku
dale debatovan ackteri autdi nepovaZzuji tyto vysledky za prokazatelné (Rasmuisa
Rasmussen 2009). Hlavniniwibdem je malé mnoZstvi (2,6 %) asimilgifedané rostlinou
houk (Cameron a kol. 2006 a 2008). Nejg@Vv poznatky, ziskanéc¢hem vyzkumu
provagného na dosyicich druhu Serapias dtrictiflora asociovanymi s houbou rodu
Epulorhiza ukazaji, ukazuji, Ze houbaudte ziskat asi 70 % uhliku od orchideje a jen 30 %
uhliku ze substratu (Latalovd a Baldz 2010). Tytgsledky jsou jiz daleko mén
zpochybnitelné.

Po biochemické strance je uhlikepasen hlavhve fornt cuknmi a aminokyselin fes
neporusené plazmatické membrany rostliny a houbytfSa Read 2008). Cukrem trehal6zou
jsou vyzivovany hlavé heterotrofni semegiy a rostlina si trehaldézu remenuje na
sacharézu v dosud neznamé reak#n®na trehalézy na sacharézu probiha gatésné po
pieneseni trehalézy do rostlinné nlky, piipadre v cytoplaznd lezici mezi houbovou
burg¢nou stnou a rostlinou plazmatickou membranou (Cameronla2006, Smith a Read
2008). DalSimi cukry, jejichz prasdnictvim by mohl byt uhlik iendSen, jsou fruktéza a
glukéza (Ponert a Lipavska 2009). Aminokyselinyjgenaseny kotransportem se sodikem;
a to jak do semexik, tak do dosglcu (Smith a Read 2008).

3.3 Prenos dusiku a dalSich latek mezi houbou a rostlinou

Na dodavkach dusiku houbou je rostlina celozi¥atavisla. Pedpoklada se, ze ja@gnasen
pii transportu aminokyselin spolu s uhlikenipadre jeS€ néjakou dalSi, dosud neobjevenou
cestou (Smith a Read 2008). U délgph rostlin jde o mutualisticky vztah, kdy je vgnou
za uhlik genasSeny z rostliny do houbygmesen v ogamém smdru dusik (Cameron a kol.
2006) a fosfor (Cameron a kol. 2007). Mezi dal$ikyaposkytované houbou rosttirpati
voda a minerdlni latky, kterych si rostlina diky lm&yvinutému kd#enovému systému

nedokaze obstarat gebné mnozstvi. iedpoklada se takéignos wgkterych vitamirih a



rastovych faktod dalezitych hlavie u semenéki, ale pro tentoignos zatim neexistujiipne
dikazy (Smith a Read 2008).

4. Abiotické a biotické faktory ovliv  RAujici kli éeni a rust

orchideji

V¢tSina abiotickych a biotickych faktinrovliviiujicich rist orchideji v dob kli¢eni a vyvoje
semendku, byla zjifovana na zaklad pozorovaniin vitro a jen velmi malo jich bylo

zjistovano pimo na lokalitach vyskytu (Rasmussen 1995).

4.1 Abiotické faktory

Z abiotickych faktoli jsou pro vyvoj semeréi nejdilezitéjSi teplota, vihkost, silo a
atmosférické podminky (Rasmussen 1995)jexitym faktorem je také druhudniho
substratu a obsah Zivin vag® (Batty a kol. 2001, Diez 2007).

TEPLOTA A VLHKOST spolu Uzce souvisi. Ngjtsi amrtnost semeti orchideji je
pozorovana vikledku vysuSeni —ip ptsobeni vysokych teplot a nasledném nedostatku
vihkosti. Toto vysuSeni nastava hlgwnmelkych pidach (Rasmussen 1995).

Pfi pozorovaniin vitro byla zjiS€na optimalni teplota proist WtSiny temperéatnich
druhi orchideji mezi 20 a 29 °C. Zaravdylo zjiS€no, Ze pi nedostatku vlhkosti nebarip
vysokych teplotach dochazi k odumirantdwi. DalSi disledek vysokych teplot, pozorovany
in vitro je zmeéna funkce mykorhizni houby z mutualistické na paickou, ¢i piipadné
odunteni houby (Rasmussen 1995).

Pri teplotach nizSich, asi tak 12 az 15 °C, je mepi@iistek rostlinné hmoty, ale
rychlost vyvoje astava stejnd a semehy mohou mit mensi umrtnost. Nizké teploty jsou
také nutné pro stratifikaci, coZz je obdob&thbm rjz dochazi k ukoteni fyziologické
dormance semen. Dale chladné obdobi, odpovidagidzimnim teplotdm, indukujeast
koreni. Naopak studené obdobi, odpovidajici zimnim téphot indukuje vyvoj list.
(Rasmussen 1995).

SVETLO je pro fotosyntetickeé rostliny limitujici faktopti vyvoji protokormu je vSak
nezadouci. Vyvijejici se protokorm je velmi citliva s¢tlo a vyZzaduje naprostou tmu po
prvnich rekolik mésial; v pripact oswtleni byla pozorovana velkd umrtnost (az 85%)

(Rasmussen 1995, Rasmussen a Whigham 2002) ¢R&areny rostou jen ve té a tmava
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perioda poskytne rostkn¢as k gechodu na autotrofni vyzivu. Jinak je tomu u ejuigch
druhi, u kterych probih& prakticky cely vyvoj nasde.

nasledny posun Kk autotrofii. U rostlin vtomto stadvyvoje byl zjiSén pozitivni
gravitropismus (Rasmussen 1995). D@é&prostliny jiz nuti potrebuji s¥tlo ke svému
zivotu, a jeho nedostatek je pr&poddobrt jeden z dvodi vzniku MX (Selosse a kol. 2004,
Julou a kol. 2005).

ATMOSFERICKE PODMINKY byly pozorovany pouzen vitro a zahrnovaly zji&vani
hladin @ a CQ vhodnych pro st semen&u. Bylo zjiS€no, Ze optimalni koncentrace,
vhodna proist semenéi, je u Q 8-11 % a u C@2-3 %; tyto hodnoty zarovieodpovidaji
hodnotdm Bzr¢ zjiStovanym v @dé. Vy3Si koncentrace GQ(6-10 %) jiz fist semengi
inhibuje (Rasmussen 1995).

Vhodné PUDNI PODMINKY byly zkoumany pokusyn situ (Batty a kol. 2001, Diez
2007) a bylo zjidtno, Ze tfst je podporovan vyssiugni vihkosti, vySSim obsahem
organickych latek a niz§im pHuaéni struktura nesia na ast vyrazijsi vliv. Nékteré druhy
pudnich substrdt zarovéa mohou u semen indukovat ¢dhi. Jedna se patrro asociaci
k substraim vhodnym proist jejich symbiotickych hub (Rasmussen 2002).

K dulezitym pidnim podminkam také gatobsah biotickych prvk Mirné zvySeni
obsahu dusiku a fosforute zvySovat kliivost semen (Batty a kol. 2001, Diez 2007),
zatimco na vysoky obsah dusiku, drasliku a fosfptu orchideje reaguji negati¥n
(Rasmussen 2002). Zda se vSak, Ze rostliny neregigimo na vysoky obsah latek vgie, ale

na zvyseni intenzitytistu konkuretinich rostlin (McKendrick 1996, BalaZ a Kyjovska 200

4.2 Biotické faktory

Vhodné biotické podminky zavisi hlayma gitomnosti symbiotické houby vhodné pro
kliceni. Ri pokusechin vitro bylo zjiS€no, Ze ne vSechny houby izolované #dah
dosglych rostlin podporuji klieni (nap. Rasmussen 2002, McCormick a kol. 2004), coz
muze byt zgisobeno izolaci endosymbiotickych htipovrchovych kontaminatt Podminky
in vitro pokusi jsou také odliSné odipozenych podminek, proto by se pro spravne
pochopeni vztah pri kliceni nely pouzivat hlavd vysledky pokus in situ (Rasmussen
2002).

Pokusy s kifenim semen ukazuiji, Zekteré houby podporuji jen vyvoj protokormiu

pouze indukuji kfeni a neumatuji cely vyvoj rostliny. Dale bylo ifo pokusech s kéienim
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zjisttno, Ze semena na médiu s vice houbandi kiichleji, zarové ale byl v protokormu
nalezen vzdy jen jeden druh symbiotické houby (Mwo@ok a kol. 2006). Vhodna
symbiotickd houba zaroxteumoziuje rostlire prezit @i velkych vykyvech pdasi; toto je
patrre problém rkterych vzacnych druh orchideji, vazanych na omezenou skupinu hub
s nizSi ekologickou valenci a neumajicich pgezit @ velkych vykyvech poasi
(McCormick a kol. 2006). tomnost vhodné symbiotické houby se tak jevi jakoovy
faktor omezujici roz&eni orchideji.

O rozsteni symbiotickych hub vS8ak mame jen velmi omezenalasti. Nejetsi
hustota hub vhodnych pro &ini je zjifovana v nejblizSim okoli dos&lych rostlin do
vzdalenosti 1 m (Batty a kol. 2001, McKendrick a.k®002, Diez 2007). Zaroviebylo
zZjisteno, Ze rozlozeni hub na stanovistich je velmi neoowrné (Diez 2007), coz Zisobuje
mozaikovité ki¢eni (McKendrick a kol. 2002). Rozdil je také mezifotlivymi skupinami
hub. Zatimco saprotrofni houby jsou #irpd rozSteny relativié rovnongrné, ECM houby
jsou vazany na vhodnd lesni stanayid omezuji tak roz&ni druli na & vazanych.
U orchideji vazanych na ECM partnery bylo takét#jis, Ze pitomnost dosglého jedince
jen minimalé ovliviiuje Klicivost. Redpoklada se tedy, Zze pro ddni €chto rostlin je
dilezita gitomnost ECM kéenovych Spiek vytvaenych vhodnou houbou (McKendrick a
kol. 2000).

Mezi biotické faktory je& miZeme zahrnout poSkozovani rostlin fytofagy a patgge
stejre jako vliv okolniho porostu. Zastni stromy se fedpoklada jako wvod vzniku MX
umoaZziujici rostlinam vyrovnat se s nedostatkenstlsy Na Ii&nich lokalitach se zase jedna
o konkurenci dalSich rostlin; orchideje jsou kordageschopné hlagma Zivinami chudych
lokalitach, kde je zvyhatlji jejich mykorhizni houby. Na eutrofizovanych &kach jsou
vytlaceny okolnimi rostlinami (McKendrick 1996, Balaz gjgvska 2009).

5. Ekologické d utsledky zavislosti na mykorhizni symbi6ze

Uz Darwin (1862) se divil malému pin semenéka vzhledem k obrovskému i semen
produkovanych orchidejemi. Velké mnoZstvi sememgpémlvanych k roznasenitvem, je
vykoupeno jejich minimélnimi energetickymi zasobazpiisobujicimi zavislost kéeni na
piitomnosti vhodné symbiotické houby. Tato zavisleshlavni faktor omezujici Kieni a
nasledg rozsteni orchideji v krajia.

Zatim bylo publikovano jen velmi malo studii pracigh s omezenym gtem druli.

Tyto studie naznauji, Ze navzdory po#mné velké klcivosti se méa nez 1 % semen vyvine
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do Zivotaschopné rostliny (Batty a kol. 2001). Boovlivnéno nasledujicimi faktory: 1) asi
50 % semen se dostane do semenné banky (BaskiskinB®98); 2) mé&hnez 10 % semen
se dostane na vhodné stanavigt vyhne se predaci (Batty a kol. 2001); 3)slddku
bottlenecku se jetast vykltenych semena vyvine do deétprostliny.

Bottleneck vtomto fipadt predstavuje vyrazné zmenSeni spektra hub vhodnych
k celému vyvoji rostliny. K bottlenecku u orchidejochéazi ve dvou fazich: poprvéhem
vyvoje protokormu, podruhé fip prechodu k autotrofni vyz& (nag. Rasmussen 2002,
McCormick a kol. 2006). Bottleneck jeisledkem nasledujicich bodBidartondo a Read
2008): 1) semena maji k dispozici jen omezenyewyiub dané lokality; 2) mnohé Zchto
hub jsou schopné iniciovat kni; 3) mnohem ménhub umodujicich kliceni zarove
umoziuje dalsi vyvoj semeriéu.

Nekolikanasobg vétSi nadji na nalezeni vhodné houby maji semena dopaddgici
okoli dosglych rostlin (McKendrick a kol. 2002, McCormick alk 2006), kam ale také
vétSina semen ve skufeosti dopadne a jen minimum semen jEergseno na velké
vzdalenosti (Jersdkova a Malinova 2007).

Velkym omezenim je také vysoka specializa¢kterych druli neumo#ujici casto
najit vhodného partnera a vydti naopak rostliny s malou specializaci se mohtat s
dokonce invaznimi, napdruhDisa bracteata v Australii (Bonnardeaux a kol. 2007).

Specializace je pra¥godobr zpisobena komplexfiSim rozpoznavacim
mechanismem u specializovanych driiBonnardeaux a kol. 2007). Mezi jednotlivymi druhy
orchideji je ve specializaci velky rozdil (Girlanga kol. 2006, Smith a Read 2008) a
piedpokladalo se, Ze negpgi variabilitu v partnerech nalezneme u AO drubrchideji
(Girlanda a kol. 2006). McCormick a kol. (2004) algstili, Ze ve stadiu protokormu je
rozmanitost partnéru AO orchideji stejnd nebo dokonce nizSi nez u dfkhi. Rovrez u
nekterych tropickych MH drut asociovanych se saprotrofnimi druhy hub byla &jgtvelmi
mala specifita (Martos a kol. 2009).

Velka specializace se takéeplpokladala u druhvazanych s ECM houbami. | zde
jsou vSak velké rozdily mezi druhy.&hkteré druhy jsou schopny Eii na mnoha lokalitach
s vyuzitim mistnich druhhub Epipactis helleborine [Bidartondo a Read 2008]), zatimco jiné
jsou vazany na omezenou skupinu AscomycBfap@actis microphyla [Selosse a kol. 2004])
¢i Basidiomycota Cephal anthera longifolia [Abadie a kol. 2006]).

Vyhodou specializace je mensi ztratovost serien®o vykliceni, kdy u drub
S nizkou specializaci dochazi k velkym utuyn protokorni kvili nedostatku preciznosti

Vv rozpoznavacim procesuiipkliceni (Bonnardeaux a kol. 2007). Zardaveale velka
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specializace znamena: a) nemoznostrammykorhizniho partnera Vipac jeho ztraty
béhem vyvoje — to je hlavnitdod uhynu u specializovanych dfytb) obtizrjsi vyhledavani
vhodného mykorhizniho partnera (McCormick a koD&0

Specializace &Sinou probiha na rodové urovni hub, jen velmi mginé dochazi ke
specializaci na urovni druhové (Rasmussen 20023tddek hub, paebnych ke kkieni takeé
muZze mit vliv na schopnost orchideji tolerovat dibaance a enviromentalni zmy.

Semena #stavajici v idé vytvareji semennou banku, o jejiz trvanlivosti mame jen
velmi omezené znalosti. Whigham a kol. (2008)pokusechn situ zjistili, Ze nej¢tSi paet
klicicich semen je nalezen v prvnicitigetech, zarove ale po gti letech bylo je&t 30-70 %
semen (v zavislosti na druhu) Zivotaschopny&huza nebylo nalezeno zZadné ddii. Velky
rozdil je mezi jednotlivymi druhy. Zatimco dni druhy, které se poji se saprotrofnimi
houbami, vytvéeji jen kratkodobou semennou bankudign a kol. 2008), druhy vazané
s ECM partnery vytv&ji naopak dlouhodobou semennou banku uwm@d jim patkat na
partnera vhodného pro &ini (Whigham a kol. 2005).

6. Zaver
Ve zkoumani mykorhizni symbiozy jeéS$tale fistdva mnoho nezodpé&zenych otazek, bez
jejichz vyfeSeni neni mozna efektivni ochrana orchideji, jetinéjohrozegSich rostlinnych
skupin (Swarts a Diwon 2008). Daji se tak formutosazky k dalSimu vyzkumu OM.

V jaké forme jsou genaseny latky z houby do rostliny a naopak?

Jaky je princip penosu latek?

Je u MX orchideji gendSen uhlik z rostliny do houby a v jakém mno2stvi

Jak rostlina rozpozna houbu vhodnou proedi, a jak houba rostlinu?

Je pa@atek klteni iniciovan houbou?

Jakym zgisobem rostlina reguluje houbovou infekci?

Jaka je distribuce hub vhodnych pro OM ve volriéopk?

Jaka je mira specializace u jednotlivych droinchideji?

Jaka je trvanlivost a velikost semenné banky uideji?
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7. Navrh diplomové prace

7.1 Uvod

Proto, abych zjistil, do jaké miry jsou orchidejmitovany svymi mykorhiznimi partnery,
jsem si vybral dva modelové druhy rodistera — L. ovata a L. cordata charakteristické svou
odlisnou ekologickou valenci. Radstera spada do tribu Neottieae, u kterého je znamy
vyskyt epiparazitickych druh) zarove je to sestersky rod k MH rod\eottia (Obr. 1, Selosse
a Roy 2009)Diky tomu by se dalofpdpokladat spojeni modelovych dius ECM houbami.
Na zaklad izolace kultur hub z keni a jejich morfologické identifikace se vSak usuzdje
se druh poji s houbami ze skupiny rhizoctordanymi pro l&ni orchideje (Downie 1959,
Rasmussen a kol. 1991). ovata je také charakteristicka Sirokou nikou, sahajitil@nich
spole&enstev po sulé lesy. Zarove se ale vyhyba sith zastiknym stanovistim
charakteristickym prodtSinu rostlin z rodu Neottieae. Drith cordata zatim nebyl podrolin
prozkouman, a o jeho mykorhiznich asociacich proevime nic (Rasmussen 1995).
Vzhledem kjeho vyskytu na stinnych lokalitach etaglych horskych sntin se da
piedpokladat jeho posun k MX a ECM houbam charaktekigm pro okolni jehkknany. Oba
dva druhy se také nikdy nevyskytuji na stejnémastesti.

Na zaklad vyzkumu ¢chto drutii bychom mohli |épe porozuhfaktorim limitujicim
vyskyt orchideji, a to hlawnlimitaci mirou specifity, ekologii a roaz&nhim vhodnych druh
hub. DalSim cilem vyzkumu je porovnat mykorhiznitpery lEthem iznych ontogenetickych
stadii a potvrdit tak fjedpokladané zuzovani spektra houbovych paktrihem fKstu
orchideji (bottleneck, Bidartondo a Read 2008).

Pro mij vyzkum jsem si tak stanovil nasledujici otazky:

1) Je kleni obou druth omezeno jejich mykorhiznimi partnery nebo je onveézrm

jinymi abiotickymi¢i biotickymi faktory?

2) Se kterymi houbami se oba druhy poji? LiSi se spakhoubovych symbiofitna

raznych lokalitach?

3) Meéni se spektrum symbiotickych hubhem vyvoje rostliny?

4) LiSi se modelové druhy od ostatnich druichideji v mfe mykoheterotrofie?

7.2 Metodika
7.2.1 Popis vybranych druh :
Listera ovata (L.) R. Br. — je jeden z nejfirgji se vyskytujicich drut orchideji vCechéach.

Ma rozsahly euroasijsky aredl ragsii, mizeme ho najit v celé Evréps vyjimkou severni
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Skandinavie a oblasti Mediterani. ovata ma Sirokou ekologickou valenci aCechach se
vyskytuje od nizin po podhorské oblasti na louké&emtiznych typech sstlych lesi. Nikdy se
neroste v silé zastikném podrostu (Prochazka 1980).

Listera cordata (L.) R. Br. — jedna se o vzacny druh, ktery je steedni Evrog
striktné vazany na horské raselinné gmy. Druh ma cirkumpolarni roz&ni a nizeme ho
najit v horskych oblastech Evropy, ve SkandinaviinizSich polohach. O jeho mykorhiznich
asociacich zatim nebyly publikovany zadné pozné@kgchazka 1980).

7.2.2 Popis lokalit

Pro pokus byly vytipovany vhodné lokality nachéaziefie v oblasti Sumavy a ve Sfimach
(jedna lokalital. cordata). Bylo vybrano Sest linich a Sest lesnich lokalit s populacbvata
a Sest lokalit.. cordata (prehled viz piloha 1).

7.2.3 Vysévaci pokus

Pro vyzkum schopnosti semen modelovych drddticit na matéskych a sesterskych
lokalitdch jsem pouzil ramdkovou metodu vyvinutou Rasmussen a Whighamem (1383)
které jsou semena vioZena do jemnéowhy uzawené do diarani&u. Hustota sioviny
(48um) umozuje vstup mykorhiznim houbam a mikroorganism Poté je ramaek zahraban
do zend. Tato metoda umaije kliceni semen v taka grirodnich podminkach a nasledné
snadné vyjmuti zdy.

Semena pouzitd pro vysev jsem ziskal ze zralycheséh rostlin sebranych na
vybranych lokalitach. Ze semen jsme poté vitydii smésné vzorky — lesri. ovata, lu¢ni
L. ovata aL. cordata. Semend.. cordata byla v samostatném raial, semend.. ovata byla
vkladana do flenych rameka, kdy kazdy raméek obsahoval sku se semeny lesni $8i a
sitku se semeny tni smesi. MnoZstvi a kvalita semen jednotlivych &hjsou uvedeny
v tabulce I, mnoZstvi a druhy ragk& zahrabanych na jednotlivych lokalitach jsou uveden
v tabulce Il. Malé mnoZstvi rartleil se semeny.. cordata vysazovanych éhem roku 2008
bylo zpisobeno nedostateym mnoZstvim semen sebranych na jednotlivych i@cl. Proto
bylo vysazovani opakovano i vroce 2009. Ze st@nélivodu byly vysazovany
nerovnondrné pa@ty rameku a rékteré lokality byly vynechany.

Rameky se semeny obou dralbyly poté zasazeny spol&, na rekteré vybrané
lokality L. ovata byly sazeny pouze ramky tohoto druhu. Tento design nam umozni
porovnat kléivost obou drufi na mateéskych i sesterskych lokalithich a odhaliivddy
limitace roz&ieni; zda je limitace Zpobena roz&nim vhodné mykorhizni houby nebo

jinym biotickym ¢i abiotickym faktorem. Na vybranych lokalitach bykké zasazenazkolik

-16 -



zkuSebnich randgu (Tab. I1), které budou postupvyjimany a slouzi ke sledovani pokroku
v kli¢eni.

V roce 2009 bylo vytazeno po jednom rdake od kazdého druhu na lokalitach
Javornik les a Javornik louka; celkem tedyti rameky. Semena byla zkontrolovana pod
binolupou, sp&tena a rozélena do nasledujicich kategorii: 1) néldi — neprojevuji Zzadnou
znamku kléeni, 2) kigici — obsahuji nemykorhizni embrya kulovitého ty&@umykorhizni —
rané stadium protokormu, @datek diferenciace pletiv 4) protokorm — embryo wyra

diferencovano.

Tab. I. Mnozstvi semen vkladané do ratkeé a kvalita semen v jednotlivych gsich.

Rok 2008 2009
podil semen primérny podil semen primérny
Druh semen s embryem | poCet semen | s embryem | po€etsemen
(%0) (+SD) (%0) (+SD)
L. cordata 78,5 60 (£5,9) 96,4 135 (+11,1)
L. ovata louka 97,2 86 (+13,8) 97,5 194 (£16,7)
L. ovata les 95 86 (+13,8) 96,8 174 (+28,4)

Tab. Il. Paty ramekt zahrabanych na jednotlivych lokalitach. Vysivky: ZR Ztraceny rybnik; ZS Ztracena
sla’; PN Pt&i nadrz; NM Novohtiské ma@ély; BO Boubin; JS Jezerni 8javD Mysi domky; VB \&elna pod
Boubinem; VK Vinice louka; LH Louka u HarzlLL LSténi; JK Javornik louka; VS Vinice les; SP Slatinny
potok; KP Keply; NC Nicov; NB Nebe; JL Javornik lay LO L. ovata; LC L. cordata; ZLO a ZLC zkuSebni
ramesky.

Rok 2008 Rok 2009
Lokalita LO LC ZLO Lokalita LO LC ZLO ZLC Celkem
ZR 16 4 0 ZR 14 10 4 4 52
s| zs 18 4 6 zs 14 10 0 0 52
S| PN 18 4 6 PN 14 10 4 4 60
S| Nnm | 12 4 0 NM 14 10 0 0 40
-1 BO 18 4 6 BO 14 10 0 0 52
Js 12 4 0 Js 14 10 0 0 40
<| MD | 12 0 0 MD 14 7 0 0 33
<| vB 12 0 0 VB 14 7 0 0 33
2 vk | 12 0 0 VK 14 0 0 0 26
8| LH 18 4 6 LH 14 0 0 0 42
Sl w 18 4 6 LL 14 7 4 4 57
JK 18 4 6 JK 14 7 0 0 49
VS 12 0 0 VS 14 0 0 0 26
2| sp 12 0 0 SP 14 0 0 0 26
g| ke 12 0 0 KP 14 7 0 0 33
2| NC | 18 4 6 NC 14 7 0 0 49
_i| NB 17 4 5 NB 14 7 4 4 55
JL 18 4 6 JL 14 7 0 0 49
Souget 273 48 53 | Soutet | 252 116 16 16 774

-17 -



7.2.4 Mykorhizni partne Fi v dosp élosti
Pro zjiseéni mykorhiznich partnér u dosglych rostlin byly provedeny oddby koreni.
U druhuL. cordata jsem odebiral vzhledem k velikosti rostliny ceé#lipnce, a to vzdyiit
z jedné lokality. U jedint L. ovata jsem odebral poi¢ch kdenech z gti rostlin na kazdé
lokalité, kvali minimalizaci posSkozeni rostliny. Keny byly po odbru oisteny, vioZzeny do
60% ethanolu aipvezeny do laborate, kde byly rozezany po 0.5 cm. Byla zjiévana
piitomnost a kvalita houbové infekce. Z infikovany&sti byly nédezany 2mmiezy, které
byly nasleds zamrazeny { -20 °C. Bhem dalSich analyz byl pouzit vZzdy minimé&jeden
iez z kazdeé rostliny,&Sinou vSak jeden az dvazy z kazdého infikovaného iame. Kazdy
ez byl izolovan zvlas

Zatim byly analyzovanyezy z lokalit Vinice les (4 rostlin), Javornik 1é$ rostlin),

Javornik louka (4 rostlin), L&bi (4 rostlin) a Ztracenny rybnik (3 rostliny).

7.2.5 Metody molekularni identifikace
Pro izolaci DNA jsme pouzili Invisorb spin Plant MiKit (INVITEK GmbH) a postupovali
jsme dle pokyfi vyrobce. Jediny rozdil byl vigldni PVPP (Polyvinylpyrrolidon) dhem
rozdrceni vzorku pro odstrami sekundarnich metabuaiit

Béhem nasledné PCR byly amplifikovany useky ITS1,S5,8TS2 a 28S rDNA
(Obr. 2). Ri pripraw smesi pro PCR jsem pouzival Plain PP Master Mix (Tap}& sloZeni

reakce bylo nasledujici: 10 Master ITSTfungal
ITS1,
Mixu; 2,4ul 5 primeru (2,5 pmol), 2,4 ITS5,. 1S3,
ul 3" primeru (2,5 pmol), 4 DNA a 18S ITS1 ?bgﬁ Ts2l 28S
1,2 ul ddH,O (vysledny objem 2@u). rDNA rDNA
Pri amplifikaci jsem pouZival &kolik “ITs2 e “iTsabasidio
1TS4-5

raiznych prime#, abych podchytil Obr. 2. Schéma sekvenovaného tseku rDNA. ITS1-OF lezi na
o« . . stejném mistjako ITS1-F (fungal); ITS3-Seb leZi na ngist
veSkerou diverzitu hub v Ekenech |ts3.|Ts4-OF ,ITS4-Asco a ITS4-Tul lezi mezi ITS4TS4-
PNT: STTR p -« B; TW13 lezi na Useku 28S za ITS4-B (basidiggRato
orchideji. Pouzil jsem nasledujici z The Bruns Lab (http://plantbio.berkeley.edu/~ls/jin

primery: ITS1-F (univerzalni pro

vSechny Eumycota kroirodu Tulasnella; Gardes a Bruns 1993), ITS4-B (univerzalni pro
Basidiomycota s vyjimkou &kterych druli rodi Tulasnella a Sebacina; Gardes a Bruns
1993), ITS1-OF a ITS4-OF (univerzalni pro Basidi@ota pojici se s orchidejemi; Taylor a
McCormick 2008), ITS4-Asco (univerzalni pro Ascorota;; Nikolcheva a Barlocher 2004),
ITS4-Tul (selektivni pro houby rod@iulasnella; Taylor a McCormick 2008), ITS3-Seb
(selektivni pro houbyceledi Sebacinaceae; Setaro a kol. 2006), ITS1 ¢ur@ni pro
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Eucaryota; White a kol. 1990), ITS4 (univerzalnd [gucaryota; White a kol. 1990) a TW13
(univerzalni pro Eucaryota; O’'Donnell 1993). Prarmrové kombinace ITS1-OF+ITS4-OF,
ITS1-F+ITS4-Asco, ITS1+ITS4-Tul, ITS1+ITS4-B jsmeyzili nasledujici cyklus: 5 min.
pocateEni denaturaceip95 °C, nasledovana 32 nebo 35 cykly denaturaoenl pri 95 °C,
annealing 1 min.ip52 °C a elongace 1 min. a 30 P2 °C; kon€na elongace probihala 10
min. pi 72°C. Pro kombinaci ITS3-Seb+TW13 byl pouzit aykl 4 min. poateni
denaturaceip 94 °C, nasledovana 35 cykly denaturace 38 94 °C, annealingu 30 b5
°C a elongace 30 sipr2 °C; konéna elongace probihala 10 mirti @2°C. Produkt PCR
reakce byl otestovantipelektroforéze, kdy byl smichan s barvivem GelR8ibtium) a
nanesen na 1,5% agardzovy gel v 1x TBE pufru. $&kadart byl pouzit 100 bp DNA Ladder
(NEB).

Produkt PCR byl purifikovan pomoci enzymu ExoSAP{ITSB Corporation). #
jednosngrné sekvenaci, provedené jihokorejskou firmou Mgero
(http://dna.macrogen.com/eng/), byly pouzity prignéfS1 (@i PCR kombinace primér
z&inajici ITS1 a ITS1-OF), ITS1-F (ITS1-F) a ITS3-S¢bS3-Seb). Ziskané sekvence jsem
upravil pomoci prograinFinch TV 1.4.0 (Geospiza Inc.) a ChromasPro 1H&linelysium
Pty. Ltd.)) a nakonec identifikoval porovnanim satétzi GenBank u NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi) pormounetody BLAST (Altschul a kol. 1997).

7.2.6 lzotopova analyza

Pro izotopovou analyzu byly vybrayyii lokality: dvé lesni lokalityL. ovata (Javornik les a
Nicov) a d¢ lokality L. cordata (Ztracena skaa Ztraceny rybnik). Na kazdé lokalibylo
odebrano po d&i listovych vzorcich ze zkoumanych orchideji, dddek listové vzorky

z okolnich autotrofnich rostlin a vzorky plodnicmalezenych ECM a saprotrofnich déuh
hub. Listy byly odebirany pokud mozno ve stejnéceygad zemi (30 cm). Sebrané vzorky
byly vysuSeny a z kazdeho vzorku bylo odebrano I (rostlina) nebo 20 mg (houba)
susSiny, ta byla rozemleta na kulovém mlynkutignavené vzorky byly odeslany na analyzu
obsahu stabilnich izotég*C a*N do INRA Centre de Nancy ve Francii.
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7.3 Vysledky

7.3.1 Prubéh kli éeni

Na lokali€ Javornik les bylo zjisho pongrné velké procento kticich semen druhb. ovata
(60 % u l&ni snesi a 64 % u lesni sksi). Na lwni lokalitt bylo mnoZstvi kificich semen
daleko mensi (4 % u dai snesi a 7 % u lesni s&si). Nebylo vSak nalezeno ani jednocidi
semeno u druhl. cordata (Tab. 1V). Zarové byly nalezeny jen malé protokormy natatku
svého vyvoje. Pro dalSi analyzy jsou vSak nutné&oparmy plré vyvinuté. Proto byly
experimentalni rand&y zatim ponechany viplé a vyjmuti prvni skupiny rand&u ze zens se
piedpoklada az na podzim roku 2010 opo prohlédnuti &kolika zkuSebnich rand&un).
Bude se jednat o rarky zahrabané na podzim 2008, r&ke zahrabané v roce 2009 se

budou pravépodobré vyndavat az v roce 2011.

Tab. Ill. Kliceni semen ve zkuSebnich raswieh. 0-nekki, 1-klicici, 2-mykorhizni, P-protokorm.

lokalita |typ semen 0 1 2 P
.| L. ovata louka 19 30 1 0

Javornik
les L.ovata les 14 36 6 0
L. cordata 37 0 0 0
3 « L. ovata louka 75 3 0 0

avorni

louka L.ovata les 82 6 0 0
L. cordata 49 0 0 0

7.3.2 Mykorhizni partne Fi v ko Fenech dosp élych rostlin

Ve vSech dosud analyzovanych rostlinach jsem ndleaby ze skupiny rhizoctoniatémeé
u luénich orchideji (Tab. 1V). Népstji nalezenou houbou u obou dfulbyla Sebacina
vermifera, ktera byla zji&tna u 18 z 19 zkoumanych rostlin.LlJovata byla na ¥tSin¢ lokalit
zjiStena i Tulasnella calospora. Dale jsem vyizoloval ¢kolik dalSich drufh hub ze skupiny
Basidiomycota (nap Tylospora sp.) i Ascomycota (napAlternaria sp.) a gkolik druhi hub
tvoricich ECM (nap Tylospora sp.,Meliniomyces sp.).

7.3.3 lzotopova analyza

Analyza stabilnich izotap ukadzala jen minimalni rozdily vobsahtiC a N mezi
modelovymi druhy a okolnimi autotrofnimi rostlinarfiiab. V a Obr. 3). U.. ovata bylo
zjisteno zvyseni obsahtiC na lokali& Nicov 0 0,06 %o a na lokatitJavornik les o 1,05 %o.
Tento rozdil je nedostatey pro prokazani mixotrofie, jelikoz nigsahuje &nou chybu
meéteni. Rozdil je takeé vifl pii porovnani s MX druheri&pipactis helleborine na lokalig
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Tab. IV. Druhy hub izolovanych z keni dosglych rostlin.?v zavorce je peet studovanych rostlin na lokalitu;
b v zavorce je peet rostlin, ze kterych byla dana houba izolovahai-oddleni Ascomycota, B-oddeni
Basidiomycota; predpokladana troficka strategie, ECM-ektomykorhizRiparazitické nebo endofytni, S-

saprofytické, R-rhizoctonie.

Lokalita Druh orchideje® | Druh zji§t&né houby” Oddéleni® Etg‘t’l'fsgd'c"y
Sebacina vermifera (3) B R
Vinice les L. ovata (4) Tulasn.ella calospora (1) B R
Cudoniella clavus (1) A S
Tetracladium sp. (1) A P
Sebacina vermifera (4) B R
Lsténi L. ovata (4) Tulasnella calospora (1) B R
Leptosphaerulina trifolii (1) A P
Sebacina vermifera (4) B R
Javornik louka L. ovata (4) Tulasnella calospora (1) B R
Cadophora sp. (1) A P
Sebacina vermifera (4) B R
Javornik les L. ovata (4) AIte_rnarla sp.. (3) A P
Pezizomycotina (1) A P/S
Tricholomataceae (1) B ECM
Sebacina vermifera (3) B R
Meliniomyces sp. (1) A ECM/P
Ztraceny rybnik | L. cordata (3) Phialophora sp. (2) A S/IP
Tylospora sp. (1) B ECM
Cladosporium sp. (1) A P

Nicov, u r&jZ byl zjistn o 1,74 %o vy3si obsaliC oproti okolnim autotrofnim rostlinam, i
kdyzZ i tato hodnota je pro MX rostliny velmi nizka.

Ani u L. cordata nebylo zjis&no vyznamné obohaceni izotopef, i kdyZ rozdily
byly vétSi nez uL. ovata: 1,42 %o na lokali Ztracena sk a 1,46 %o na lokakt Ztraceny
rybnik. Zajimavy je rozdil zjishy meziL. cordata a Dactylorhiza fuchsii na lokali¢ Ztraceny
rybnik, kdy obsah izotoptfC byl uL. cordata o 1,73 %o ¥t3i uD. fuchsii, naopakD. fuchsii
byla oprotiL. cordata obohacena o 1,62 %o v obsati.

Vyznamrgj$i rozdil v obsahu®N byl zji$&n pouze u druhu. ovata: 3,67 %o na
lokalité¢ Nicov a 2,71 %0 na lokaltJavornik. MX drute. helleborine byl vyrazré obohaceny
izotopem™N vaci AO rostlinam: 13,52 %o.

Na AO vyzivu obou modelovych driahukazuje i pozice &i ECM a saprotrofnim
houbdm. V pipact mixotrofie by izotopovy signal zkoumanych dtum¢l byt vice podobny
signalu ECM hub (Obr. 3).
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Tab. V. Pimérny obsah stabilnich izotég>C a**N ve zkoumanych rostlinach.

13~ /o 15n (9
Lokalita Vzorek . C (%) . N (%)
prameér +SD pramér +SD
AO rostliny -31,67 +0,7 -5,15 +1,2
Nicov L. ovata -31,61 +0,8 -1,47 +0,9
E. helleborine -29,93 +0,9 8,37 +3,3
.| AO rostliny -31,31 +1,2 -3,53 +1,4
Javornik
L. ovata -30,25 +1,3 -0,82 +1,5
2t _ | AO rostliny -33,66 1,0 -5,64 +1,8
r;at‘)‘;‘?li‘y L. cordata -32,20 +1,8 -4.72 +2.0
D. fuchsii -33,93 +0,7 -3,12 +0,5
Ztracena | AO rostliny -32,62 +1,2 -6,07 +1,6
slat [ L. cordata -31,19 +0,2 -7,95 +0,8
Nicov Javornik
16
Xerocomus chrysenteran
12 1 Epipactis hellehorine
8 1 l-}l Lactarius deterrimus
= ¥ MMarasmius peronatus
= 4 - Kerocomus chrysenteron &
“ U T . IMarasmius peron atus®  |[Vaceinium ryrtillus
y - +4— Listera ovata
- b Senecio ovatus g Senecio ovatus
. B Acer platanoides Acer pseudaplatanus
4 - Cortinarius flexipes &1 o
Cortinarius croceoconus
21 #
|:| 4
=
= g Dactylorhiza fuchsii
v: Mycena sp gt Mvce o)
4 Waccinium myrtillus B Listera cordata Wyeena: g
2 X o “3"".1' e -.-:_.-t;||,.q§‘ } '_§_'
= 4 Pices shies VaCCHTIL M TYRTRILS
,_§_| '_%_' Picea ahies
-8 4 #® Listera cordata
-10 r r . T T T T T . T r r
-36 =34 -32 =30 -28 -6 -74 -24 -32 =30 -28 =26 -24 =22
5¥e ke
Ztracend slat Ztraceny rybnik

Obr. 3. Vysledky izotopové analyzy. Zelené - autotrofasttiny, cervené — orchideje, kdé — ECM houby,
Sedé — saprofytické houby.
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7.4 Diskuse

Ze 744 zahrabanych ragk@é obou druli byly zatim vyjmuty jen 4; coZz nam dava jen velmi
omezené informace. Jejich analyza ukazala, Ze semleou skupirL. ovata jsou schopna
kli¢it na lesnich i ltnich lokalitach. Zarove na lesni lokalit kli¢ci semena podstatriépe.
Naopak uL. cordata nebylo nalezeno ani jedno &ii semeno, coz e byt disledek
pomalého kideni tohoto druhugi nepitomnosti vhodné houbyiimo na mist, kde byly
rame&ky zahrabany. Vzhledem Kk izolaci velmi podobnychuhdr symbiotickych hub
z dosglct obou druli by na lokali¢ semena kéit méla. Mozaikovité kléeni je vSak p
podobnych pokusech ¢bné (McKendrick a kol. 2002) a je nejspiSaskdkem
nerovnondrného rozlozeni mykorhiznich hub na stanovisti DRO07). DalSim dvodem
muze byt jiny abiotickyi bioticky faktor limitujici rozsteni druhul. cordata.

V koienech dosglych rostlin obou druth byla nalezenarada fiznych hub, ale
mykorhizni asociaci se zkoumanymi rostlinami vytv@pravdpodobrg jen Sebacina
vermifera a Tulasnella calospora; coz by se dalo @it transmisni elektronovou mikroskopii
(TEM). Ostatni druhy hub byly izolovany jen vyjidré a jedna se nejspiS o endofyty
parazity. Zajima#Si je jen izolaceit druhi potencionald tvoricich ECM, coz by mohlo
nazn&ovat spojeni s okolnimi stromy. To je vSak vzhledemalému poétu izolovanych
ECM druhi a vysledkm izotopové analyzy mélo praygbdobné. Pokud k zisku uhliku od
ECM partnet dochazi, tak se jedna jen o velmi mala mnozstvi.

Navzdory velmi rozdilnym biotapn jednotlivych lokalit byla z drtivé &Siny rostlin
izolovana S. vermifera a tvai tak asi hlavniho mykorhizniho partnera obou modgth
druhi. Nebyla izolovana jen u jediné rostliny z lokalit§inice les; z této rostliny byla
izolovana T. calospora. Negitomnost S, vermifera v této rostlig vSak nmize byt také
disledkem malécasti kaenového systému pouZzité pro analyzu hiib.calospora byla
izolovana jest ze dvou dalSich rostlin spél® se S vermifera. To ukazuje, Ze rostliny
L. ovata jsou v dosplosti schopny tvit mykorhizu s ®kolika druhy hub najednou. Izolace
obou druld hub potvrzuje pedchozi vysledky izolaci kultur z keni rostliny L. ovata, béhem
nichz byly izolovany houby ze skupiny rhizocton@ogvnie 1959, Rasmussen a kol. 1991).
S vermifera i T. calospora pati mezi saprotrofické druhy ze skupiny rhizoctoniavéast
T. calospora je ¢asto izolovana z AO druihorchideji rostoucich naduaich stanovistich (ndp
Kristiansen a kol. 2001, Shefferson a kol. 2005a0pbk S. vermifera byla izolovana
z rekolika australskych druhorchideji (Bonnardeaux a kol. 2007), a z evropbkgchideji
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byva izolovana jen ojedéte (Dearnaley 2007).. ovata a L. cordata tak svou asociaci se
S vermifera tvori vyjimku.

U obou drufi rodu Listera se také nepodiéo prokézat mixotrofni zfisob vyZivy.
Selosse a Roy (20095qupokladali MX u druhi. ovata kvili jeho blizké gibuznosti k MH
druhuNeottia nidus-avis. L. ovata tak nela tvarit evoluni mezistupe k plné MH uN. nidus-
avis. MX se také pedpoklddala u druhd. cordata vzhledem k jeho vyskytu na s#n
zastirgnych stanovistich, ale ani v tomtéipadt nebyla prokazana.

Béhem izotopovych analyz prové&dych dive byl ulL. ovata vypctitan izny zisk
uhliku z mykorhizni houby, a to od 20 % (Tedersdmhb 2007) po 27 % (Gebauer a Meyer
2003). Tato mnozstvi vSak nebyla povaZzovana zaatisé k prokdzani MX (Gebauer a
Meyer 2003, Tedersoo a kol. 2007) a tomu odpovidapSe vysledky. Gebauer a Meyer
(2003) pokladali za prokazatelny pouze zisk 85 %lruhu Cephalanthera domasonium
(u jiného orchideje nezjistili zisk &&i nez 30%), Tedersoo a kol. (2007) pokladali za
priakazny jiz zisk 37,6 % u druhByrola chlorantha, z jimi zkoumanych drulnorchideji byl
za plkazny pokladan zisk 60,1 % Riatanthera bifolia a 62,6 % UEpipactis atrorubens.
Predpoklady Selosse a Roy (2009) se tak zdaji chgthnévata je v dosglosti autotrofni.

Rozdil mezi MX a AO rostlinami jgastén¢ patrny na udajich z lokality Nicov
(Obr. 2), kde byl analyzovan MX drupipactis helleborine a z grafu je jaghpatrny rozdil
zvIast v obsahu izotoptN. Naopak zisk®C zjis&ny bshem nasich rteni neodpovidal ani
u tohoto druhu gikazné MX, coz mize byt zgisobeno ¥tSi mirou autotrofie diky dostatku
swtla. Zajimavy je rozdil v ziskt®C meziL. cordata a Dactylorhiza fuchsii, prestoZe se oba
druhy poji se stejnou skupinou mykorhiznich hub.

Pro zjiséni limitace roz&eni obou zkoumanych drahbudou dlezité vysledky
pokusu s kilenim semen. Protoze se déspobou druli poji se saprotrofickymi druhy hub
béZnymi pro I&ni orchideje a nalezenymi zatim na vSech zkoumargkdlitach, n¢la by
semena obou druhkli¢it na vSech lokalitach,¢&oliv neni vyloweno, Ze se semena budou
pojit s jinymi houbami¢i uzsim spektrem hub, nez bylo nalezeno u doépZarovei u obou
druhi byla prokdzana AO, a tak byeh byt oba schopnéist na lgnich i swtlych lesnich
lokalitach. Jelikoz ald.. cordata ma velmi omezené roZ8ni, [estoZe se poji se vSeobé&cn
rozSienou Sebacina vermifera, da se u tohoto druhuqrpokladat limitace jinym faktorem
nez mykorhizni houbou. V Gvahuipada nap sloZeni fdy, pidni vihkost,¢i konkurence
ostatnich rostlin.
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Seznam lokalit

Listera ovata — lu¢ni

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°50,41
LSt&eni (LL) — GPS N49°03,681" E13°52,699°

Listera 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

Listera 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°

Ptaii 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"
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