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1. Úvod 

Mykorhizní symbióza je důležitou součástí terestrických ekosystémů. Udává se, že 

více než 80 % druhů rostlin je schopno tvořit mykorhizu s půdními houbami (Wang a Qiu, 

2006). V současnosti je rozlišováno několik typů mykorhizy na základě způsobu kontaktu 

mezi kořeny a houbou.  

Pro ektomykorhizní symbiózu (ECM) je charakteristický hyfový plášť obalující špičky 

kořenů a tzv. Hartigova síť tvořená houbovými vlákny v mezibuněčných prostorech; hyfy 

však nepronikají do buněk. Pokud vlákna pronikají do buněk hostitelské rostliny, mluvíme již 

o endomykorhizní symbióze. Tu můžeme dále rozdělit na arbuskulární mykorhizu, erikoidní 

mykorhizu a orchideoidní mykorhizu (OM). Pro úplnost je třeba ještě vzpomenout 

ektendomykorhizu. Ta kombinuje znaky obou předchozích a můžeme ji dále rozdělit na 

mykorhizu arbutoidní, monotropoidní a pyroloidní (Gryndler a kol., 2004). Ze všech výše 

vyjmenovaných typů mykorhizy se dále budu zabývat převážně jen orchideoidní mykorhizou. 

Běžnou mykorhizu můžeme popsat jako mutualistický vztah houby s autotrofní 

rostlinou, kdy rostlina od houby získává minerální látky a vodu a houbě předává část uhlíku 

získaného během fotosyntézy. Existují však výjimky. U přibližně 450 druhů rostlin 

náležejících do různých čeledí (Merckx a Freudenstein, 2010) bylo zjištěno, že od houby 

získávají i uhlík a stávají se tak parazity. Tento způsob výživy se nazývá mykoheterotrofie 

(MH) (Leake, 1994). 

1.1. Orchideoidní mykorhiza 

Tento typ mykorhizy je typický pro všechny druhy z čeledi Orchidaceae, u žádné další 

čeledi pozorován nebyl (Gryndler a kol., 2004). Čeleď Orchidaceae, s odhadovaným počtem 

druhů 20 000 až 35 000 (Dressler, 1993 a 2004; Malberley, 1997; Cribb a kol., 2003); je 

v současné době považována za největší čeleď vůbec (Cribb a kol., 2003; WCSP, 2012). 

Vývojově se jedná o izolovanou větev řádu Asparagales, která se oddělila před 76 až 84 mil. 

let (Ramírez a kol., 2007). Orchideje mají centrum rozšíření v tropech, ale můžeme je nalézt 

po celé zeměkouli až po boreální pásmo. Můžeme najít jak terestrické, tak i epifytické a 

litofytické růstové formy. Navzdory této rozmanitosti spojuje všechny orchideje jejich 

závislost na mykorhizních houbách během klíčení, kdy semena nejsou schopna klíčit bez 

přítomnosti vhodné symbiotické houby (např. Rasmussen, 1995; Gryndler a kol., 2004; Smith 

a Read, 2008). Další věcí, unikátní pro všechny orchideje, je útvar nazývaný protokorm. 

Jedná se o specifický klíční útvar orchidejí a odpovídá hypokotylu a kořenovému základu u 

ostatních rostlin. Vzniká z embrya a později se diferencuje v jednotlivá pletiva. 
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Orchideoidní mykorhiza byla poprvé popsána na počátku 20. století Bernardem (1909) 

a Burgeffem (1909). Jimi popsaná forma je nazývána tolypofágní. Později pak byla ještě 

popsána daleko vzácnější ptyofágní forma (Burgeff, 1932 a 1936), jež je zatím známa jen u 

několika nezelených tropických druhů orchidejí (Gryndler a kol., 2004). Hlavní rozdíl mezi 

těmito dvěma typy je ve způsobu růstu hyf. Zatímco u ptyofágní formy prorůstají jednotlivé 

hyfy buňkami kořene, u tolypofágní formy hyfy uvnitř buněk kořene vytvářejí smotky či 

klubíčka zvané pelotony (Gryndler a kol., 2004).  

Pelotony můžeme nalézt u všech vývojových stádií orchidejí, od začátku klíčení až do 

dospělosti. Slouží k přenosu živin mezi houbou a rostlinou. Po určité době pak dochází k lýzi 

pelotonů, která je považována za obranou reakci rostliny (Smith a Read, 2008). Předpokládá 

se, že tato lýze hraje roli ve výživě rostliny (Rasmussen a Whigham, 2002). Dosud však 

nebyla prokázána enzymatická aktivita rostlinných buněk během lýze hyf, takže je možná i 

autolýza hyf samotných (Gryndler a kol., 2004). Již velmi dlouho je známa přítomnost látek 

s fungicidními účinky v podzemních i nadzemních orgánech orchidejí (Bernard, 1911). Tyto 

látky ze skupiny fytoalexinů (např. orchinol a hircinol) slouží patrně k regulaci růstu 

houbových vláken v rostlinných buňkách (Rasmussen, 1995). 

V průběhu růstu se může diametrálně měnit vztah orchidejí s jejich houbovými 

symbionty. Jelikož všechny orchideje mají miniaturní semena takřka bez zásobních látek, jsou 

při klíčení na mykorhize zcela závislé – získávají od houby kromě minerálních látek i uhlík a 

dá se říci, že na houbě parazitují. Tento způsob výživy bývá někdy označován termínem 

počáteční mykoheterotrofie (initial MH). Závislost semenáčku na přísunu uhlíku od houby 

pak většinou končí po vyvinutí vlastního asimilačního aparátu a v dospělosti získávají 

orchideje od houby převážně minerální látky. U dospělých autotrofních rostlin se předpokládá 

i zpětný přenos uhlíkatých látek do houby (Cameron a kol., 2006 a 2008; Látalová a Baláž, 

2010) a dá se tak již mluvit o klasické symbióze. Mezi orchidejemi však najdeme i druhy 

s absencí chlorofylu, jež řadíme k výše popsaným MH rostlinám (Leake, 1994). Z celkem 450 

druhů vyšších rostlin, u nichž byla dosud popsána plná MH, jich 210 patří mezi orchideje a dá 

se mezi nimi vystopovat minimálně 30 na sobě nezávislých přechodů od autotrofie (AO) 

k MH (Merckx a Freudenstein, 2010).  

Před několika lety byl u čeledí Orchidaceae a Pyrolaceae popsán i mezistupeň mezi 

AO a MH nazývaný mixotrofie (MX), nebo také částečná mykoheterotrofie (partial 

mycoheterotrophy; Gebauer a Meyer, 2003; Bidartodo a kol., 2004; Selosse a kol., 2004). 

Tyto rostliny, ačkoli jsou zelené a fotosynteticky aktivní, získávají část uhlíku od svého 

mykorhizního symbionta i v dospělosti. Většinou se jedná o rostliny s nedostatkem chlorofylu 



 3 

či rostoucí na stanovištích s nedostatkem světla. Množství získaných živin pak nepřímo 

koreluje s množstvím chlorofylu v listech (Stöckel a kol., 2011). U MX rostlin náležejících do 

čeledi Ericaceae (tribus Pyroleae) byla dále zjištěna nepřímá korelace mezi množstvím 

dopadajícího slunečního záření a množstvím živin získaných od mykorhizního partnera 

(Hynson a kol., 2012; Matsuda a kol., 2012). Tento vztah se tak dá předpokládat i u MX 

rostlin z čeledi Orchidaceae. 

Velká část MX a MH rostlin je vázána na ECM houby, které jim předávají uhlíkaté 

sloučeniny získané z okolních stromů (Bruns, 1995; McKendrick a kol., 2000a; Bidartondo, 

2005; Selosse a Roy, 2009; Kennedy a kol., 2011; Liebel a Gebauer, 2011). Tento vztah se 

někdy nazývá epiparazitismus (Björkman, 1960). Vazba na ECM houby však není 

podmínkou, zvláště u tropických či australských druhů MH a MX orchidejí bývá častá vazba 

na saprotrofické druhy hub (Martos a kol., 2009; Ogura-Tsujita a kol., 2009; Dearnaley a 

Bougoure, 2010; Girlanda a kol., 2011; Sommer a kol., 2012). 

1.2. Houboví partneři 

Většina AO a některé MH orchideje se pojí s druhy hub z polyfyletické skupiny 

‚rhizoctonia‘ patřící mezi Basidiomycota. Tato skupina byla popsána na základě anamorfních 

stádií, která byla kultivována a umožnila rozdělit skupinu do několika rodů. Z nich se 

s orchidejemi pojí rody Epulorhiza, Ceratorhiza a Moniliopsis (Rasmussen, 1995; Gryndler a 

kol., 2004; McCormick a kol., 2004). Po vyvinutí nového způsobu kultivace se podařilo 

vyprovokovat tvorbu teleomorfních stádií, která byla nově pojmenována 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). V současné době se pro identifikaci 

symbiotických hub používají převážně molekulární metody. Ty umožnily zjistit 

fylogenetickou pozici výše popsaných rodů uvnitř oddělení Basidiomycota a ukázaly polyfylii 

skupiny ‚rhizoctonia‘, přičemž rody Ceratobasidium, Waitea a Thanatephorus (čeleď 

Ceratobasidiaceae) a Tulasnella (Tulasnellaceae) se řadí do řádu Cantharellales, kdežto rod  

Sebacina (Sebacinaceae) se řadí do řádu Sebacinales (Taylor a kol., 2002). 

Do čeledí Tulasnellaceae a Ceratobasidiaceae řadíme převážně saprotrofní druhy hub, 

které jen vzácně tvoří ECM (Bidartondo a kol., 2003; Bougoure a kol., 2009). Druhy náležící 

do těchto čeledí patří mezi nejhojnější symbionty orchidejí (Dearnaley, 2007; Otero a kol., 

2007) a pojí se s nimi převážně epifytické druhy orchidejí a terestrické druhy z lučních 

biotopů. 



 4 

Čeleď Sebacinaceae je ekologicky rozmanitější. Na základě molekulárních analýz se 

dělí na dvě základní skupiny A a B, navzájem se lišící ekologií (Weiss a kol., 2004). Skupina 

A byla izolována jak z MH (McKendrick a kol., 2002; Selosse a kol., 2002; Taylor a kol., 

2003; Okayama a kol., 2012) a MX druhů orchidejí (Selosse a kol., 2004; Julou a kol., 2005), 

tak i z ECM špiček různých dřevin (Selosse a kol., 2002; Urban a kol., 2002; Avis a kol., 

2003; Moyersoen, 2006; Tedersoo a kol., 2006). Skupina B je pak tvořena saprotrofními 

druhy hub vytvářejícími OM s  autotrofními druhy orchidejí (Weiss a kol., 2004; Bougoure a 

kol., 2005; Girlanda a kol., 2011), erikoidní mykorhizu (Selosse a kol., 2007) či mykorhizu 

s některými druhy játrovek (Kottke a kol., 2003). Obě dvě skupiny pak obsahují druhy známé 

jako kořenoví endofyti různých rostlin (Peškan-Berghöfe a kol., 2004; Selosse a kol., 2009). 

Kořenoví endofyti jsou považováni za plesiomorfní stav v řádu Sebacinales, z něhož se pak 

vyvinuly jednotlivé mykorhizní druhy (Selosse a kol., 2009). 

Další častou skupinou orchideoidních hub jsou druhy tvořící ECM se stromy. Tyto 

houby jsou typické pro temperátní druhy MH a MX orchidejí, pro něž jsou jakýmsi 

prostředníkem při epiparazitismu na okolních stromech (Gardes, 2002). Z ECM druhů hub se 

OM účastní jak zástupci oddělení Basidiomycota (např. Cortinarius [Selosse a kol., 2004; 

Bidartondo a kol., 2004; Julou a kol., 2005], Russula [Girlanda a kol., 2006; Okayama a kol., 

2012; Těšitelová a kol., 2012], Lactarius [Okayama a kol., 2012], Tomentella [Barrett a kol., 

2010], Inocybe [Bidartondo a kol., 2004; Liebel a Gebauer, 2010; Těšitelová a kol., 2012], 

Tremella, [Bidartondo a kol., 2004], Hebeloma [Liebel a Gebauer, 2010], Hymenogaster 

[Bidartondo a kol., 2004; Těšitelová a kol., 2012]), tak i oddělení Ascomycota (např. Tuber 

[Sellose a kol., 2004; Bidartondo a kol., 2004; Těšitelová a kol., 2012], Wilcoxina [Ogura-

Tsujita a Yukawa, 2008; Těšitelová a kol., 2012]). 

U tropických druhů orchidejí bylo v současné době objeveno mnoho výjimek oproti 

relativně dobře prozkoumaným temperátním druhům orchidejí. U některých tropických 

asijských a afrických MH druhů orchidejí byla například potvrzena symbióza se 

saprotrofickými druhy z čeledí Mycenaceae (Martos a kol., 2009; Ogura-Tsujita a kol., 2009), 

Meruliaceae (Martos a kol., 2009), Marasmiaceae (Dearnaley a Bougoure, 2010) a 

Physalacriaceae (Xu a kol., 1998). Některé jihoamerické epifytické druhy orchidejí se zase 

pojí s houbami z řádu Atractiellomycetes (Kottke a kol., 2010). 

1.3. Ekologie klíčení orchidejí 

Už Darwin (1862) se podivoval nad malým počtem semenáčků orchidejí vzhledem 

k obrovskému počtu semen produkovaných orchidejemi. Velké množství anemochorních 
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semen je vykoupeno jejich minimálními energetickými zásobami způsobujícími závislost 

klíčení na přítomnosti vhodné symbiotické houby a ukazuje se, že do dospělé rostliny se 

vyvine méně než 1% semen (Batty a kol., 2001). O rozšíření orchidejí v krajině tak 

nerozhodují jen ekologické nároky jednotlivých druhů, ale i nároky symbiotických hub, na 

něž jsou vázány. Zároveň však o těchto vztazích máme velmi omezené znalosti založené jen 

na několika málo pokusech, jež byly dělány na velmi malém počtu druhů. 

Z celkové produkce semen se necelých 10% dostane na vhodné stanoviště a unikne 

predaci (Batty a kol., 2001). Následné klíčení má několik fází. U lučních druhů semeno 

nejprve prochází asymbiotickou fází, kdy absorbuje vodu a bobtná, po které může dojít ke 

kolonizaci semene symbiotickou houbou a k následnému růstu semenáčku (Smith a Read, 

2008). U druhu Corallorhiza trifida však bylo zjištěno opačné pořadí, kdy pro inicializaci 

klíčení musí být embryo nejprve infikováno symbiotickou houbou (McKendrick a kol., 

2000b). Na klíčení semene má kromě přítomnosti symbiotické houby vliv i mnoho dalších 

faktorů. Velký vliv má pH a složení půdy. U zatím zkoumaných druhů klíčivost pozitivně 

koreluje s obsahem organické hmoty a draslíku v půdě a negativně koreluje s pH (Batty a kol., 

2001; Diez a kol., 2007). Na klíčení lesních druhů může mít vliv také sukcesní stádium lesa a 

složení a stáří opadu (McCormick a kol., 2012). 

Dalším faktorem ovlivňujícím klíčení semen je rozšíření symbiotických hub v krajině, 

o němž máme jen velmi omezené znalosti. Saprotrofické houby bývají považovány za 

všudypřítomné, ve skutečnosti je však jejich rozšíření na lokalitách velmi nerovnoměrné 

(Diez, 2007). Největší koncentrace vhodných symbiotických hub se dá předpokládat v 

nejbližším okolí dospělých rostlin přibližně do vzdálenosti 1 m (Batty a kol., 2001; 

McKendrick a kol., 2002; Diez a kol., 2007), kam také velká část semen dopadá a jen 

minimum jich je přeneseno na velké vzdálenosti (Jersáková a Malinová, 2007). Oproti tomu 

ECM houby jsou vázány na vhodná lesní stanoviště, na něž jsou tak vázány i orchideje 

s těmito houbami asociované. U těchto druhů orchidejí přítomnost dospělého jedince 

orchideje jen málo ovlivňuje klíčivost, a tak se pokládá za důležitou přítomnost ECM 

kořenových špiček kolonizovaných houbou vhodnou zároveň pro OM (McKendrick a kol., 

2000b).  

Ale ani po nalezení vhodné houby nemusí mít mladá rostlina vyhráno. Bidartondo a 

Read (2008) při pokusu na dvou druzích rodu Cephalanthera zjistili, že jen část druhů hub, 

které inicializovaly klíčení, umožnily další vývoj semenáče. Spektrum hub v dospělcích pak 

bylo srovnatelné se spektrem hub ve velmi malých semenáčích. Specializace na úzké 

spektrum hub v určitém ontogenetickém stádiu se však nepotvrdila u dalšího jimi 
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zkoumaného druhu Epipactis atrorubens a nebyla pozorována ani v dalších studiích na 

druzích z rodu Epipactis (Těšitelová a kol., 2012). 

1.4. Vliv biotopu a genotypu na orchideoidní mykorhizu 

Jedním z dalších faktorů, jež může mít vliv na mykorhizní asociace, je biotop, v němž 

rostlina roste. Ogura-Tsujita a Yukawa (2008) při analýze symbiotických hub u široce 

rozšířeného druhu Epipactis helleborine zjistili, že se druhy mykorhizních hub lišily mezi 

populacemi pocházejícími z různých oblastí a různých typů lesa, autoři však nezjistili rozdíl 

v genotypech rostlin (na základě chloroplastového úseku trnL-intron) z jednotlivých oblastí. 

Naopak Taylor a Bruns (1999) zjistili při analýze mykorhizních asociací dvou druhů rodu 

Corallorhiza kromě vlivu biotopu i vliv genotypu – dvě různé variety stejného druhu rostoucí 

na jedné lokalitě se pojily s různými symbiotickými houbami a jejich druhová spektra se 

vzájemně nepřekrývala (Taylor a Bruns, 1999). 

Je obtížné odlišit vliv biotopu a genotypu, protože tyto dva vlivy se vzájemně prolínají 

(Taylor a Bruns, 1999). U orchidejí se širším spektrem symbiotických hub se dá předpokládat 

hlavně vliv biotopu, kdy se rostlina váže se symbiotickými houbami vyskytujícími se v daném 

biotopu (Ogura-Tsujita a Yukawa, 2008). Naopak u rostlin s úzkým spektrem houbových 

symbiontů převládá pravděpodobně vliv genotypu – rostlina se bez rozdílu biotopu váže se 

svou typickou symbiotickou houbou (Taylor a Bruns, 1999). Pro odlišení vlivu genotypu a 

biotopu na mykorhizní asociace u druhů se širokou ekologickou valencí se hodí pokus 

s vyséváním semen pocházejících z různých biotopů na lokalitách mateřských a sesterských 

(Ogura-Tsujita a Yukawa, 2008; Těšitelová a kol., 2012). Porovnáním mykorhizních partnerů 

blízce příbuzných druhů s rozdílnou ekologickou valencí a rozdílnými nároky na stanoviště 

pak můžeme od sebe odlišit vliv dalších biotických a abiotických faktorů. 

1.5. Ekologie a mykorhizní asociace studovaných druhů 

Pro zjištění vlivu biotopu na mykorhizní asociace jsem si vybral druhy Neottia ovata a 

N. cordata. Tyto příbuzné druhy se liší ve svých ekologických nárocích a nikdy se 

nevyskytují spolu. Zatímco druh N. cordata je ve střední Evropě striktně vázán na horské 

klimaxové smrčiny, N. ovata je druh s širokou ekologickou valencí vyskytující se jak na 

lučních, tak v lesních biotopech. Díky tomu se tyto druhy zdají být velmi vhodné pro výzkum 

mykorhizních partnerů a odlišení vlivu biotopu a genotypu. 

Rod Neottia patří do tribu Neottieae a podčeledi Epidendroideae. Do tohoto rodu je 

v současné době řazeno několik desítek druhů, z nichž tři se vyskytují v Evropě: Neottia 

cordata, N. nidus-avis a N. ovata. 



 7 

Z celého rodu Neottia máme ucelenější poznatky o mykorhizních asociacích jen u 

nezeleného MH druhu N. nidus-avis. Tento druh je vázán na ECM druhy hub náležející do 

čeledi Sebacinaceae skupina A (Selosse a kol., 2002), jejichž prostřednictvím získává uhlík od 

okolních stromů. Do tribu Neottieae pak patří několik druhů orchidejí, u nichž byla zjištěna 

mixotrofie (MX) a závislost na ECM houbách (rody Cephalanthera a Epipactis; Selosse a 

kol., 2004; Julou a kol., 2005; Abadie a kol., 2006). Vzhledem k tomu, že je MX považována 

za evoluční předstupeň MH (Selosse a Roy, 2009), mohla by se předpokládat existence MX 

druhů uvnitř rodu Neottia, podobně jako se to potvrdilo např. u rodu Cymbidium (Motomura a 

kol., 2010). 

Ze zbylých dvou evropských druhů rodu Neottia máme znalosti o mykorhizních 

asociacích převážně u druhu N. ovata. U tohoto druhu, jenž roste jak na lučních, tak na 

lesních stanovištích, byly pomocí metody kultivace zjištěny houby náležející do skupiny 

‚rhizoctonia‘ (Downie, 1959; Rasmussen a kol., 1991) a pomocí molekulární identifikace pak 

byly v obou druzích potvrzeny saprotrofní druhy hub skupiny B čeledi Sebacinaceae 

(Kotilínek, 2010). U druhu N. ovata byla navíc provedena izotopová analýza, která neukázala 

průkazné obohacení o uhlík pocházející ze symbiotických hub a tento druh tak lze s největší 

pravděpodobností považovat za AO (Gebauer a Mayer, 2003; Tedersoo a kol., 2007; 

Kotilínek, 2010). Podobné výsledky byly zjištěny i pro druh N. cordata, u něhož vzhledem 

k výskytu na zastíněných lesních stanovištích a malé listové ploše, byla MX považována za 

velice pravděpodobnou (Kotilínek, 2010).  

Analýza mykorhizních hub byla provedena pouze v dospělcích a jen na malém počtu 

lokalit, zároveň také nemáme žádné poznatky o druzích hub, na něž jsou tyto druhy vázány 

během klíčení. Spektrum symbiotických hub se také může během ontogeneze měnit 

(Bidartondo a Read, 2008). Znám není ani průběh klíčení. U široce rozšířeného druhu N. 

ovata se také neví nic o vlivu biotopu na mykorhizní asociace. Přestože u tohoto druhu nebyla 

prokázána MX, je možné, že na lesních lokalitách bude tento druh častěji vázán s ECM druhy 

hub. Zároveň u populací dlouhodobě rostoucích v lese mohlo dojít k přizpůsobení se tomuto 

biotopu. Pro odlišení případného vlivu genotypu na mykorhizní asociace druhu N. ovata, byla 

zvlášť sazena semena pocházející z lesních a lučních populací. 
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1.6. Cíle práce 

V této práci bych se chtěl pokusit odpovědět na následující otázky pomocí vysévacího 

pokusu na dvou druzích z rodu Neottia lišících se ve svých stanovištních nárocích: 

1) Je klíčení obou druhů ovlivněno stanovištěm a původem rostlin (u druhu N. ovata)? 

2) Se kterými houbami se oba druhy pojí? Liší se spektrum houbových partnerů dle 

typu stanoviště? 

3) Mění se spektrum symbiotických hub během vývoje rostliny? 

2. Metodika 

2.1. Popis modelových druhů 

Neottia ovata (L.) R. Br. – je jeden z nejběžněji se vyskytujících druhů orchidejí 

v České republice. Má rozsáhlý euroasijský areál rozšíření, můžeme ho najít v celé Evropě 

s výjimkou severní Skandinávie. N. ovata má širokou ekologickou valenci a v České 

republice se vyskytuje od nížin po podhorské oblasti na loukách i v různých typech světlých 

lesů. Nikdy neroste v silně zastíněném podrostu (Procházka, 1980). 

Neottia cordata (L.) R. Br. – jedná se o vzácný druh, který je ve střední Evropě 

striktně vázaný na horské klimaxové smrčiny. Druh má cirkumpolární rozšíření a můžeme ho 

najít v horských oblastech celé Evropy. Ve Skandinávii se vykytuje i v nižších polohách nejen 

v rašelinných smrčinách, ale i na okrajích blatkových borů (Procházka, 1980). 

2.2. Popis lokalit 

Pro pokus byly vytipovány vhodné lokality ležící na Šumavě a ve Smrčinách. Původně 

bylo vybráno 6 lesních a 6 lučních lokalit druhu N. ovata a 6 lokalit druhu N. cordata. 

V průběhu pokusu (po vložení všech rámečků do půdy) však byla těžbou zničena lokalita 

druhu N. cordata u Jezerní slatě. Tato lokalita tak byla z dalších analýz vyloučena. Bližší 

popis lokalit je v příloze (Příloha I.) 

2.3. Vysévací pokus 

Pro výzkum schopnosti semen modelových druhů klíčit na vlastních lokalitách a 

lokalitách sesterského druhu jsem použil rámečkovou metodu vyvinutou Rasmussen a 

Whigham (1993), při které jsou semena vložena do jemné nylonové síťoviny uzavřené do 

rámečku na diapozitivy. Hustota ok síťoviny (48 µm) umožňuje vstup mykorhizním houbám a 

mikroorganismům. Rámečky se vkládají do půdy pod úhlem asi 45° do hloubky cca 5 cm. 
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Rok

Druh semen
podíl semen s 
embryem (%)

průměrný počet 
semen (±SD)

podíl semen s 
embryem (%)

průměrný počet 
semen (±SD)

N. cordata 78,5 60 (±5,9) 96,4 135 (±11,1)
N. ovata louka 97,2 86 (±13,8) 97,5 194 (±16,7)
N. ovata les 95 86 (±13,8) 96,8 174 (±28,4)

2008 2009

Tato metoda umožňuje klíčení semen v takřka přirozených podmínkách a následné snadné 

vyjmutí z půdy. 

Semena použitá pro výsev jsem získal ze zralých semeníků rostlin sebraných na 

vybraných lokalitách. Na každé lokalitě bylo sebráno 10 semeníků z 10 rostlin u N. ovata a 5 

semeníku z 10-20 rostlin (dle velikosti populace) u druhu N. cordata. Semena byla 

uchovávána v chladničce při teplotě 4 °C. Ze semen jsem poté vytvořil tři směsné vzorky – 

lesní N. ovata, luční N. ovata a N. cordata. Semena N. cordata byla v samostatném rámečku, 

semena N. ovata byla vkládána do půlených rámečků, kdy každý rámeček obsahoval síťku se 

semeny lesní směsi a síťku se semeny luční směsi. Množství a kvalita semen jednotlivých 

směsí jsou uvedeny v Tab. 1; množství a druhy rámečků vložených do půdy na jednotlivých 

lokalitách jsou uvedeny v Tab. 2. Rámečky byly na lokalitách sazeny v průběhu září. Malé 

množství rámečků se semeny N. cordata vysazených během roku 2008 bylo způsobeno 

nedostatečným množstvím sebraných semen, jež bylo způsobeno malou produkcí semen u 

tohoto druhu. Proto bylo vysazení opakováno i v roce 2009 s nově sebranými semeny obou 

druhů, ale i tento rok bylo množství získaných semen druhu N. cordata příliš malé a některé 

lokality tak byly vynechány 

Rámečky se semeny obou druhů byly poté zasazeny společně na každé lokalitě do 4-6 

skupin nacházejících se poblíž dospělých jedinců N. ovata či N. cordata. Každá skupina 

obsahovala 3-4 rámečky se semeny N. ovata, 1-2 rámečky se semeny N. cordata byly jen 

v některých skupinách. Tento design nám měl umožnit porovnat klíčivost obou druhů na 

vlastních i sesterských lokalitách a odhalit důvody limitace rozšíření v biotopech sesterských 

druhů; zda je limitace způsobena rozšířením vhodné mykorhizní houby v těchto biotopech 

nebo jiným biotickým či abiotickým faktorem.  

Během let 2010 a 2011 byly všechny rámečky postupně vyjmuty (počty vyjmutých 

rámečků jednotlivých druhů jsou uvedeny v Tab. 2). Následně byla semena zkontrolována 

pod binolupou a rozdělena do následujících kategorií: 1) mrtvá – semena s odumřelým 

embryem, 2) neklíčící – neprojevující žádnou známku klíčení, 3) klíčící – semena v počáteční 

asymbiotické fázi klíčení, 4) protokorm – embryo výrazně diferencováno, 5) odumřelý 

protokorm. 

Tab. 1. Množství semen vkládané do rámečků a kvalita semen v jednotlivých směsích. 
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Tab. 2. Počty rámečků vložených do půdy a vyjmutých z půdy na jednotlivých lokalitách. Vysvětlivky: ZR 
Ztracený rybník; ZS Ztracená slať; PN Ptačí nádrž; NM Novohuťské močály; BO Boubín; JS Jezerní slať; MD 
Myší domky; VB Včelná pod Boubínem; VK Vinice louka; LH Louka u Hanzlů; LL Lštění; JK Javorník louka; 
VS Vinice les; SP Slatinný potok; KP Keply; NC Nicov; NB Nebe; JL Javorník louka; NO N. ovata; NC N. 
cordata. 
1Lokalita Jezerní slať(JS) byla zničena a rámečky již nebyly vyjmuty; 2Rámečky sazené v roce 2008 + sazené 
v roce 2009; 3U lokalit Javorník louka a Javorník les nejsou zahrnuty zkušební rámečky vyjmuté už v roce 2009 
kvůli kontrole rychlosti vývoje (dva u každé lokality) 

NO NC NO NC Celkem Lokalita NO2 NC2 NO2 NC2 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
NM 12 4 14 10 40 NM 9+4 2+3 3+10 2+7 40
BO 18 4 14 10 46 BO 13+4 4+3 5+9 0+7 45
JS1 12 4 14 10 40 JS 0 0 0 0 0
MD 12 0 14 7 33 MD 8+4 0+2 4+10 0+5 33
VB 12 0 14 7 33 VB 6+4 0+2 3+8 0+5 28
VK 12 0 14 0 26 VK 8+4 0 4+10 0 26
LH 18 4 14 0 36 LH 8+4 2+0 9+9 2+0 34
LL 18 4 18 14 54 LL 12+4 3+2 6+9 1+8 45
JK 18 4 14 7 43 JK 13+4 3+2 2+10 0+4 383

VS 12 0 14 0 26 VS 8+4 0 4+10 0 26
SP 12 0 14 0 26 SP 8+4 0 4+10 0 26
KP 12 0 14 7 33 KP 8+4 0+2 4+10 0+5 33
NC 18 4 14 7 43 NC 12+4 2+2 5+10 1+5 41
NB 17 4 18 14 53 NB 7+4 2+2 8+13 1+9 46
JL 18 4 14 7 43 JL 11+4 3+2 5+10 0+5 403

273 48 268 138 727 Součet 224 59 260 98 641

N
. o

va
ta

 le
sn

í

Součet

2008 2009
Lokalita

Rok Rok

N
. c

or
da

ta
N

. o
va

ta
 lu
č

ní

Vyjmuté rámečky
2010 2011

Vložené rámečky

 

2.4. Analýza symbiotických hub v protokormech 

Pro zjištění mykorhizních partnerů během klíčení byly použity protokormy získané 

z rámečků vyjmutých z půdy. Protokormy pocházely ze semen sazených jak v roce 2008, tak 

2009. Celkem bylo získáno 68 protokormů (z celkového počtu 86 nalezených živých 

protokormů, Příloha IV) dostatečně velkých pro analýzu symbiotických hub, a to ze tří lesních 

lokalit N. ovata (Nicov, Keply a Slatinný potok), čtyř lučních lokalit N. ovata (Javorník louka, 

Lštění, Myší Domky a Louka u Hanzlů) a jedné lokality N. cordata (Ztracený Rybník). 

Protokormy byly po vyjmutí z rámečků očištěny a zamraženy a použity zvlášť na molekulární 

analýzu symbiotických hub. Celkem nakonec bylo analyzováno 45 protokormů. 

2.5. Analýza symbiotických hub v kořenech dospělců 

Pro zjištění mykorhizních partnerů dospělých rostlin byly provedeny odběry kořenů. 

U druhu N. cordata jsem odebíral vzhledem k velikosti rostliny celé jedince, a to vždy tři 

z jedné lokality. U jedinců N. ovata jsem odebral po třech kořenech z pěti rostlin na každé 
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lokalitě, kvůli minimalizaci poškození rostliny. Kořeny byly po odběru očištěny, vloženy do 

60% etanolu a převezeny do laboratoře, kde byly rozřezány po 0.5 cm. Byla zjišťována 

přítomnost a kvalita houbové infekce. Z infikovaných částí byly nařezány 2 mm řezy, které 

byly následně zamraženy při -20 °C. Během dalších analýz byl použit vždy minimálně jeden 

řez z každé rostliny, většinou však jeden až dva řezy z každého infikovaného kořene. Každý 

řez byl izolován zvlášť. 

Pro následné analýzy byly použity vzorky ze všech lokalit N. cordata (analyzováni 2-3 

jedinci na lokalitu); u druhu N. ovata (analyzováni 2 - 4 jedinci na lokalitu) pak byly použity 

pouze vzorky kořenů z lokalit Louka u Hanzlů, Myší Domky, Lštění, Javorník louka, Javorník 

les, Vinice les, Slatinný potok, Keply a Nicov. V analýzách dalších lokalit nebylo 

pokračováno, jelikož z nich nebyly získány žádné protokormy. Lokality Vinice les a Javorník 

les, u nichž také nebyly zjištěny protokormy, byly analyzovány ještě před vyjmutím rámečků 

z půdy. 

2.6. Metody molekulární identifikace 

Pro izolaci DNA z protokormů byl použit kit Invisorb spin Plant Mini Kit (INVITEK 

GmbH) dle pokynů výrobce. Jediný rozdíl byl v přidání PVPP (Polyvinylpyrrolidon) během 

rozdrcení vzorku pro odstranění sekundárních metabolitů. Pro izolaci DNA z dospělých 

rostlin byla použita metoda CTAB dle protokolu uvedeného v příloze.  

Během následné PCR byla 

amplifikována část úseku 18S, celý 

úsek ITS1, 5.8S, ITS2 a část úseku 

28S rDNA (Obr. 1). Při přípravě směsi 

pro PCR jsem používal Plain PP 

Master Mix (Top-Bio) a složení reakce 

bylo následující: 7,5 µl PP Master 

Mixu; 1,2 µl 5´ primeru (5 pmol), 1,2 

µl 3´ primeru (5 pmol), 2 µl DNA a 

3,1 µl ddH2O (výsledný objem 15 µl). 

Pro podchycení diverzity hub předpokládané v kořenech orchidejí byly použity následující 

primery: ITS1-F (univerzální pro všechny Eumycota kromě rodu Tulasnella; Gardes a Bruns, 

1993), ITS4-Tul (selektivní pro houby rodu Tulasnella; Taylor a McCormick, 2008), ITS3-

Seb (selektivní pro houby čeledi Sebacinaceae; Setaro a kol., 2006), ITS1 (univerzální pro 

Eukaryota; White a kol., 1990), ITS4 (univerzální pro Eukaryota; White a kol., 1990) a TW13 

Obr. 1. Schéma sekvenovaného úseku rDNA. Úsek pro 
nasedání primeru ITS3-Seb leží na místě ITS3; pro ITS4-Tul 
leží mezi ITS4 a ITS4-B; pro TW13 leží na úseku 28S za 
ITS4-B (basidio). Převzato z The Bruns Lab 
(http://plantbio.berkeley.edu/~bruns/). 
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(univerzální pro Eukaryota; O’Donnell, 1993). Pro primerové kombinace ITS1F+ITS4 a 

ITS1+ITS4-Tul jsem použil následující cyklus: 5 min. počáteční denaturace při 95 °C, 

následovaná 40 cykly denaturace 1 min. při 95 °C, annealing 1 min. při 55 °C a elongace 1 

min. a 30 s při 72 °C; závěrečná elongace probíhala 10 min. při 72°C. Pro kombinaci ITS3-

Seb+TW13 byl použit cyklus: 4 min. počáteční denaturace při 94 °C, následovaná 35 cykly 

denaturace 30 s při 94 °C, annealingu 30 s při 55 °C a elongace 30 s při 72 °C; konečná 

elongace probíhala 10 min. při 72°C. Produkt PCR reakce byl otestován při elektroforéze, kdy 

byl smíchán s barvivem GelRed (Biotium) a nanesen na 1,5% agarózový gel v 1x TBE pufru. 

Jako standard byl použit 100 bp DNA Ladder (NEB). 

PCR produkt získaný použitím primerových kombinací ITS1+ITS4-Tul a ITS3-

Seb+TW13 byl purifikován pomocí enzymu ExoSAP-IT (USB Corporation) a následně 

použit pro přípravu sekvenační reakce. PCR produkt získaný použitím kombinace 

ITS1F+ITS4 byl použit pro klonování.  

Pro klonování byl použit vektor pGEM-T Vector system I od firmy Promega 

(http://www.promega.com/resources/protocols/technical-manuals/0/pgem-t-and-pgem-t-easy-

vector-systems-protocol/). Celkem bylo z každého vzorku odebráno osm pozitivních kolonií a 

následně byla provedena PCR pomocí primerů T7 a SP6. 

Při jednosměrné sekvenaci byly použity primery ITS1 (při PCR kombinace primerů 

začínající ITS1), ITS3-Seb (ITS3-Seb), SP-6 (po klonování). Získané sekvence jsem upravil 

pomocí programů Finch TV 1.4.0 (Geospiza Inc.), ChromasPro 1.42 (Technelysium Pty. Ltd.) 

a Bioedit (Hall, 1999) a nakonec zjistil identitu a pravděpodobnou ekologii porovnáním 

s databází GenBank u NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) pomocí metody 

BLAST (Altschul a kol., 1997). Sekvence náležející k čeledi Sebacinaceae a Tulasnellaceae 

byly sjednoceny do operačních taxonomických jednotek (OTU) na základě 97% podobnosti – 

tato podobnost je u hub považována za nejrealističtější a také je nejčastěji používána (Hughes 

a kol., 2009). U čeledí Sebacinaceae i Tulasnellaceae byly na tvorbu OTU použity kompletní 

úseky ITS1, 5.8S a ITS2. 

2.7. Statistická analýza dat 

Pro analýzu klíčivosti semen pocházejících z různých biotopů („původ“) na třech 

typech stanovišť („biotop“) bylo použito procento klíčících semen, tj. součet procenta 

klíčících nemykorhizních semen (kategorie 3 v kapitole 2.3) a procenta mykorhizních 

protokormů (kategorie 4 v kapitole 2.3). Byly použity pouze výsledky u semen zasazených v 

roce 2008 a vyjmutých v roce 2010 z důvodu vyšší úmrtnosti semen vyjmutých až v roce 
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2011 a z důvodu špatné klíčivosti všech semen zasazených v roce 2009. Klíčivost byla rovněž 

analyzována pouze u druhu N. ovata kvůli téměř nulové klíčivosti N. cordata. Zobecněný 

lineární model se smíšenými efekty a binomiální distribucí (binomiální GLM) byl použit na 

analýzu procenta klíčících semen. Byla použita analýza split-plot designu: vliv původu a 

biotopu a jejich interakce byly testovány jako faktory s pevnými efekty, kde vliv biotopu byl 

testován jako nejvyšší hierarchický faktor proti variabilitě mezi lokalitami a vliv původu proti 

variabilitě residuálů, přičemž struktura dat byla zohledněna hierarchicky uspořádanými 

faktory s náhodným efektem, tj. lokalita výsevu byla hierarchicky vložena v biotopu 

(1|biotop/lokalita/skupina). Pro otestování rozdílů jednotlivých hladin faktoru biotop byly 

použity a priori definované kontrasty.  

Obdobně byl na stejném datasetu testován vliv původu a biotopu na počet protokormů 

a velikost největšího protokormu v rámečcích pomocí lineárního modelu se smíšenými efekty 

(LME), avšak z důvodu malého počtu pozorování (pouze 27 rámečků v tomto datasetu 

obsahovalo protokormy) a nevyrovnanému počtu protokormů v jednotlivých skupinách byl 

faktor s náhodnými efekty zjednodušen na 1|lokalita. Obdobně byla testována závislost 

velikosti největšího protokormu v rámečku na počtu protokormů v rámečku. Počty 

protokormů i jejich velikosti byly před analýzou upraveny logaritmickou transformací. 

Statistické analýzy byly provedeny v programu R verze 2.14 (R Development Core 

Team, 2006) za použití knihovny lme4 (Bates a kol., 2010) a nlme verze 3.1 (Pinheiro a kol., 

2011) a vizualizovány pomocí knihovny lattice verze 0.19 (Sarkar, 2008). 

Pro vyhodnocení rozdílu ve spektru symbiotických hub zjištěných u jedinců druhu N. 

cordata, jedinců druhu N. ovata rostoucími na lesním stanovišti a jedinci druhu N. ovata 

rostoucími na lučním stanovišti byla použita kanonická korespondenční analýza (CCA) 

provedená v programu CANOCO verze 4.53 (Ter Braak a Šmilauer, 2002). Pro test 

významnosti byl použit Monte-Carlo permutační test s 999 permutacemi. Pro analýzu byly 

použity všechny druhy hub skupiny Basidiomycota, jež byly pozorovány minimálně u dvou 

jedinců. Jednotlivé OTU získané u čeledí Tulasnellaceae a Sebacinaceae byly považovány za 

samostatné druhy. Za nezávislé pozorování byly považovány druhy hub nalezené u 

jednotlivých rostlin. 

2.8. Fylogenetická analýza dat 

Fylogenetická analýza OTU z čeledí Sebacinaceae a Tulasnellaceae byla provedena 

pomocí programu MrBayes verze 3.2 (Ronquist a kol., 2012). Alignment byl proveden 

pomocí algoritmu NJ/UPGMA v program MAFFT verze 7.012 (Katoh, 2010) a následně 
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upraven pomocí programu Bioedit verze 7.0.4.1. (Hall, 1999). Vhodný model byl vybrán 

pomocí programu Kakusan4 verze 4.0.2011.05.28 (Tanabe, 2011) na základě AIC (Akaike, 

1974). Analýza byla provedena vždy dvakrát, pokaždé pro 5 x 106 generací, každých 100 

generací byl ukládán aktuální fylogram. Prvních 25 % uložených stromů bylo odstraněno a 

zbytek byl použit pro majoritní konsenzus. Větve s Bayesian posterior probabilities (BPP) 

nižšími než 0,95 byly považovány za špatně podpořené. 

Ke každé OTU čeledi Tulasnellaceae byla nalezena nejpodobnější sekvence v databázi 

NCBI pomocí metody BLAST, dále pak byla matice doplněna o sekvence jednotlivých druhů 

rodu Tulasnella umístěných v databázi NCBI a o outgroup z řádu Cantharellales; celkem 27 

sekvencí. Vzhledem k příliš vysoké variabilitě v oblastech ITS1 a ITS2 byly pro 

fylogenetickou analýzu použity pouze úsek 5.8S a části úseků 18S a 28S, celková délka 

alignmentu byla 396bs. Byl použit SYM+G (Zharkikh, 1994; Yang, 1994) substituční model 

vybraný pomocí programu Kakusan4. 

Pro fylogenetickou analýzu OTU z čeledi Sebacinaceae byly do matice přidány 

sekvence několika druhů rodu Sebacina (S. vermifera, S. incrustans, S. epigaea, S. dimitica) a 

sekvence druhu Piriformospora indica. Dále byla matice doplněna o Sebacinaceae zjištěné 

jako endofytické (4 sekvence) či jako symbiotické účastnící se ECM, OM, erikoidní 

mykorhizy, ektendomykorhizy nebo mykorhizy u játrovek (Marchantiophyta) (13 sekvencí). 

Všechny přidané sekvence byly získány z databáze NCBI. Pro fylogenetickou analýzu byl 

použit region ITS2 a části regionů 5.8S a 28S, celková délka aligmentu byla 400bs. Byl použit 

GTR+G (Tavaré, 1986; Yang, 1994) substituční model vybraný pomocí programu Kakusan4. 

2.9. TEM 

Pro přípravu vzorků na transmisní elektronovou mikroskopii byly použity vzorky 

kořenů obou druhů a vzorek protokormu druhu N. ovata. Pro fixaci vzorku byl použit 

upravený protokol používaný Laboratoří elektronové mikroskopie v Českých Budějovicích. 

Přesné znění protokolů je v příloze (Příloha II. a III.).  
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3. Výsledky 

3.1. Průběh klíčení 

Celkem bylo analyzováno 78 965 semen (39 154 z lučních a 39 811 z lesních lokalit) 

N. ovata získaných ze 484 rámečků a 7 018 semen N. cordata získaných ze 157 rámečků. 

Vyjmout se nepodařilo pouze rámečky z lokality Jezerní slať, jež byla zničena těžbou. 

Výsledky klíčení a přežívání semen v půdě jsou v Tab. 3 a Příloha IV. 

Klíčivost semen N. ovata vložených do půdy v roce 2008 byla po dvou letech 8,3 %, 

po třech pak 1,2 %. U semen sebraných a následně vložených do půdy v roce 2009 byla 

zjištěna takřka nulová klíčivost a velmi velká úmrtnost – 92 % semen bylo mrtvých již po 

prvním roce, po druhém roce to pak bylo 97 % semen (Obr. 2, Tab. 3). Oproti tomu u semen 

vysazených v roce 2008 bylo po dvou letech mrtvých 83% semen, což je o téměř 15 % méně. 

U druhu N. cordata byla na všech lokalitách zjištěna vysoká úmrtnost, více než 98 % 

po jednom či dvou letech v půdě, a zároveň minimální klíčivost (< 0,2 %) semen vysazených 

v obou letech (Tab. 3). Po třech letech v půdě pak byla všechna semena N. cordata mrtvá. 

Tab. 3. Klíčení semen druhů N. ovata a N. cordata v rámečcích v závislosti na roce sběru a vložení semen do 
půdy a na roce vyjmutí z půdy. U protokormů je v závorce uveden celkový počet. PAR=Počet analyzovaných 
rámečků. 

vyjmuta vložena druh %klíčí %neklíčí %mrtvá %protokormy PAR
N. ovata 8,26 8,74 82,56 0,39 (68) 156

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

N. cordata 0,06 1,17 98,77 0,00 32
N. ovata 1,17 3,16 95,55 0,12 (14) 88

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

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

2010
2008

2009

2011
2008

2009
 

Do stádia protokormu se vyvinula pouze semena druhu N. ovata, a to na všech typech 

lokalit. Celkem jsem v rámečcích nalezl 86 živých protokormů, z nichž 68 bylo dostatečně 

velkých pro analýzu symbiotických hub, a 9 mrtvých protokormů (Příloha IV). Protokormy 

dostatečně velké pro analýzu symbiotických hub pocházely ze čtyř lučních a tří lesních lokalit 

N. ovata a jedné lokality N. cordata (Tab. 4 a Příloha IV). Největší protokorm měřil 11,5 mm 

a pocházel ze semen vložených do půdy v roce 2008 a vyjmutých v roce 2010, z  lokality 

Myší domky. 

U druhu N. ovata nebyl zjištěn rozdíl v procentu klíčících semen mezi semeny 

pocházejícími z lesních a lučních lokalit (binomiální GLM, χ2
1 = 0,009, p = 0,926). Byl však 

zjištěn průkazný rozdíl v klíčivosti mezi biotopy (binomiální GLM, χ2
2 = 12,23, p = 0,002). 

Průkazně lepší klíčivost semen byla na lokalitách s výskytem N. ovata oproti lokalitám 
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s výskytem N. cordata, a to jak u semen z lučních lokalit N. ovata (binomiální GLM, z = 2,75, 

p = 0,006) tak u semen z lesních lokalit (binomiální GLM, z = 2,325, p = 0,02). Mezi lesními 

a lučními lokalitami N. ovata nebyl zjištěn průkazný rozdíl v procentu klíčících semen 

(binomiální GLM, z = 0,843, p = 0,399) (Obr. 3). U semen N. cordata nebyl vzhledem 

k téměř stoprocentní úmrtnosti semen na všech lokalitách testován vliv biotopu.  

Nebyl zjištěn vliv biotopu ani původu semen na počet protokormů (LME, Likelihood 

ratio = 0,014, p = 0,905 pro biotop a Likelihood ratio = 0,03, p = 0,862 pro původ semen) ani 

na velikost protokormů (LME, Likelihood ratio = 1,673, p = 0,196 pro biotop a Likelihood 

ratio = 0,535, p = 0,465 pro původ semen). Velikost největšího protokormu v rámečku však 

byla průkazně ovlivněna počtem protokormů v daném rámečku (LME, Likelihood ratio = 

7,248, p = 0,007) (Obr. 4). 

 
Obr. 2. Box and Whisker diagram znázorňující klíčivost zjištěnou u semen druhu N. ovata (směs semen 
pocházejících z obou biotopů) v závislosti na roce vložení a roce vyjmutí z půdy. Zeleně je podbarven rok 
vyjmutí semen z půdy a růžově rok sběru semen a vložení do půdy. Boxy znázorňují mezikvartilové rozpětí, 
whiskers potom zahrnují body do 1,5x rozpětí mezi kvartily. 
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Obr. 3. Box and Whisker diagram ukazující rozdíly v klíčivosti lučních a lesních semen N. ovata vložených do 
půdy v roce 2008 a vyjmutých v roce 2010 mezi jednotlivými typy lokalit (s výskytem N. cordata; lesní a luční 
s výskytem N. ovata). Na diagramu je též vidět minimální rozdíl v klíčivosti mezi semeny z lesního a lučního 
biotopu. 

 
Obr. 4. Korelace mezi velikostí největšího zjištěného protokormu a celkovým počtem protokormů v tom samém 
rámečku (Pearsonův korelační koeficient, t = 2,77, df = 25, p = 0,011, R2 = 0,234). K jednotlivým pozorováním 
bylo přidáno malé množství variance na ose x proto, aby byly v grafu patrné všechny vzorky. 
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3.2. Symbiotické houby v protokormech a kořenech dospělců 

Symbiotické houby se podařilo zjistit u 34 ze 45 analyzovaných protokormů u druhu 

N. ovata, u všech 26 analyzovaných dospělců druhu N. ovata a u 14 z 15 analyzovaných 

dospělců N. cordata. Jednotlivé druhy hub zjištěné v dospělcích i v protokormech jsou 

uvedeny v Tab. 4. U obou druhů dominovaly houby ze skupiny ‚rhizoctonia‘, a to hlavně 

druhy z čeledi Sebacinaceae (zjištěny u 93 % dospělců druhu N. cordata, 92 % dospělců 

druhu N. ovata a 77 % protokormů druhu N. ovata), méně časté pak druhy čeledi 

Tulasnellaceae (zjištěny u 30 % dospělců druhu N. ovata, u protokormů N. ovata a dospělců 

N. cordata byly zjištěny vždy jen jednou). Jednotlivé sekvence těchto druhů byly rozděleny 

do 16 OTU u čeledi Sebacinaceae a 5 OTU u čeledi Tulasnellaceae. 

Při fylogenetické analýze vyšla čeleď Sebacinaceae jako dobře podpořená 

monofyletická skupina. Tato čeleď se zároveň dělí na dvě části; a to skupinu A tvořenou 

ECM druhy a skupinu B tvořenou saprotrofickými druhy (Weiss a kol. 2004). Většina mnou 

zjištěných OTU náleží do saprotrofické skupiny B, jen jediná OTU 32S se umístila na bázi 

ECM skupiny A, toto umístění má však malou podporu (Obr. 6). 

Čeleď Tulasnellaceae vyšla při fylogenetické analýze také jako dobře podpořená 

monofyletická skupina. Můžeme ji rozdělit na dvě skupiny, A a B. Skupinu A tvoří tzv. 

‚jádrové Tulasnellaceae‘, kam patří všechny známé druhy rodu Tulasnella a umístila se do ní 

rovněž část mnou izolovaných sekvencí. Skupina B je umístěna na bázi skupiny A a patří k ní 

jedna OTU izolovaná ze dvou rostlin jedné lokality (Obr. 7). 

Zajímavé je porovnání zastoupení zjištěných OTU z čeledi Sebacinaceae mezi druhy 

rodu Neottia a typem lokalit (Tab. 5, Obr. 5 a 7). OTU 8S, 12S, 14S a 15S se vyskytují pouze 

u druhu N. cordata, zbylé OTU se naopak vyskytují pouze u N. ovata. U N. ovata je vidět i 

rozdíl mezi biotopy v diverzitě symbiotických hub u dospělých jedinců (Obr. 5). Zatímco ve 

14 jedincích ze čtyř lučních lokalit byly zjištěny 4 OTU (2S, 5S, 16S a 17S), ve stejném počtu 

jedinců z pěti lesních lokalit bylo zjištěno 10 OTU (2S, 4S 5S, 6S, 9S, 17S, 20S, 26S, 28S, 

32S). Dvě blízce příbuzné OTU 2S a 5S (Obr. 7) patřily mezi nejhojněji nalézané OTU 

v dospělcích N. ovata na lesních i lučních lokalitách. Tyto dvě OTU byly rovněž dominantní u 

protokormů v obou typech biotopů s dospělci N. ovata. Výjimkou je pouze lesní lokalita 

Keply, na které jako jediné byly u protokormů kromě těchto dvou OTU zjištěny i jiné OTU 

(11S a 26S). 

Z pěti OTU zjištěných u čeledi Tulasnellaceae byly dvě zjištěny pouze u dospělců N. 

ovata z lučních lokalit (OTU 1T a 5T), další dvě pak pouze u dospělých jedinců N. ovata 
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z lesních lokalit (OTU 2T a 4T). Zajímavá je OTU 3T, která byla zjištěna jak u protokormu N. 

ovata z luční lokality a u dospělce z lesní lokality N. ovata, tak i u dospělce N. cordata. Jedná 

se tak o jediný druh zjištěný jak u N. ovata, tak u N. cordata. 

Kromě hub z čeledí Tulasnellaceae a Sebacinaceae bylo nalezeno dalších 13 druhů 

hub u N. ovata a pouze dva další druhy u N. cordata (Tab. 4). Nejčastěji byly nalézány ECM 

druhy hub ze skupiny Basidiomycota, a to jak na lesních, tak na lučních lokalitách. Část byla 

nalezena pouze u protokormů (např. čeleď Thelephoraceae), část pouze u dospělců N. ovata 

(např. čeleď Tricholomataceae). U N. cordata byl zjištěn pouze jediný ECM druh houby, a to 

Tylospora fibrillosa, byla však nalezena opakovaně ve čtyřech jedincích ze tří lokalit. Zjištěno 

bylo také několik většinou saprotrofních druhů hub ze skupiny Ascomycota, u kterých není 

známa účast na OM. 

Ve dvou protokormech druhu N. ovata, jež byly jako jediné získány z lokality N. 

cordata Ztracený rybník, byla zjištěna parazitická houba rodu Physoderma. 
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Tab. 5. OTU čeledi Sebacinaceae zjištěné u dospělců druhu N. cordata a protokormů a dospělců druhu N. ovata 
z lesních a lučních stanovišť. 

dospělec protokorm dospělec protokorm
2S
4S
5S
6S
8S
9S

11S
12S
14S
15S
16S
17S
20S
26S
28S
32S

OTU
N. ovata  luční

N. cordata
N. ovata lesní

 

 
Obr. 5. CCA ordinační diagram ukazující rozdílnou diverzitu hub zjištěných u dospělých jedinců druhu N. 
cordata a u dospělých jedinců druhu N. ovata na lučních a lesních lokalitách. První dvě osy vysvětlují 
dohromady 13,2 % druhové variability. Výsledek Monte-Carlo permutačního testu: p = 0,001, F = 2,98. 
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Obr. 6. Fylogenetické vztahy jednotlivých OTU z čeledi Tulasnellaceae nalezených u  Neottia ovata a N. 
cordata a dalších druhů čeledi Tulasnellaceae na základě kompletních sekvence 5.8S oblasti a části sekvencí 18S 
a 28S oblastí rDNA zkonstruovaných metodou Bayesiánské inference. Zeleně jsou označeny sekvence získané 
z kořenů dospělých rostlin druhu N. ovata, fialově sekvence získaná z dospělé rostliny N. cordata a modře 
sekvence získaná z protokormu N. ovata. V kódu sekvence je obsažena zkratka kódu vzorku (první část před 
pomlčkou), zkratka lokality (prostřední část mezi pomlčkami) a označení OTU (číslice+T na konci). 
Zkratky lokalit: SP Slatinný potok, KP Keply, MD Myší domky, LL Lštění, VS Vinice les, JK Javorník louka, 
PN Ptačí nádrž. 
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Obr. 7. Fylogram ukazující vztahy jednotlivých OTU z čeledi Sebacinaceae na základě sekvencí ITS2 a 28S 
oblastí rDNA zkonstruovaný pomocí Bayesiánské inference. Pro tvorbu fylogramu byly z každé lokality použity 
všechny OTU na dané lokalitě nalezené, a to jak u dospělců, tak u protokormů (proto se některé OTU opakují). 
Modře jsou označeny sekvence získané z kořenů dospělých rostlin N. ovata, fialově z N. cordata; zeleně z 
protokormů N. ovata. Kód vzorků obsahuje zkratku lokality (část mezi pomlčkami) a označení OTU (číslo+S na 
konci kódu). Rozdělení do funkčních skupin dle Weiss a kol. (2004): skupina A druhy tvořící ECM, B 
saprotrofické druhy. 
Vysvětlivky: OM orchideoidní mykorhiza, ERM erikoidní mykorhiza, EEM ectendomykorhiza, ECM 
ectomykorhiza, BRM mykorhiza izolovaná z játrovek (Marchantiophyta), ENF endofyt; F Francie, GER 
Německo, AUS Austrálie, A Rakousko, USA Amerika, SPI Špicberky. 
Zkratky lokalit: ZR Ztracený rybník, JS Jezerní slať, PN Ptačí nádrž, NM Novohuťské močály, ZS Ztracená slať, 
BO Boubín, NC Nicov, JL Javorník les, VS Vinice les, SP Slatinný potok, KP Keply, LL Lštění, LH Louka u 
Hanzlů, JK Javorník louka, MD Myší Domky. 
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3.3. TEM 

Pomocí TEM byla v kořenech obou druhů rodu Neottia zjištěna tvorba pelotonů pouze 

houbami ze skupiny Basidiomycota (Obr. 8.). Houby ze skupiny Ascomycota nebyly 

nalezeny. Celkem byly prohlédnuty čtyři vzorky, dva pocházely ze dvou jedinců druhu N. 

ovata, dva ze dvou jedinců N. cordata. U protokormů se přes úpravu protokolu nepodařila 

fixace vzorku. Zároveň nemohl být pokus opakován, jelikož jsou pro analýzu potřeba čerstvé 

vzorky. 

Na snímcích je jasně vidět struktura doliporu s parentosomem, jež je typická pro 

Basidiomycota. Dle struktury parentosomu (je třívrstevný, mezi dvěmi propustnými vrstvami 

je zřetelná vrstva elektronově husté ‚hmoty‘) by se pak dalo předpokládat, že se jedná o 

houby náležející do čeledi Sebacinaceae (Andersen, 1996; Suaréz a kol., 2008; Shimura a 

kol., 2009). 

Obr. 8. Snímky z TEM zachycující hyfová vlákna uvnitř kořene orchidejí druhu N. cordata (a, b) a N. ovata (c, 
d). Na snímcích je jasně vidět septum (S) s doliporem (D), což je typický znak pro Basidiomycota. Na obou 
stranách doliporu můžeme vidět parentosom (P), uvnitř buněk pak vakuolu (V). Pro symbiózu je důležité, aby 
byla zachována buněčná stěna hyfy (BS) a plasmatická membrána buněk hostitelské rostliny (PS). Měřítko 
v pravém dolním rohu = 500nm. 

(a) (b)

(c) (d)

(a) (b)

(c) (d)
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4. Diskuse 

Průběh klíčení 

Při analýze klíčivosti byla zjištěna takřka nulová schopnost klíčení u druhu N. cordata, 

většina semen tohoto druhu odumřela během prvního roku v půdě a nenalezl jsem jediný 

protokorm. Vzhledem k vysévání semen do blízkosti dospělých jedinců by takový výsledek 

neměl být způsoben absencí vhodné houby. Vliv na klíčení však můžou mít další faktory, 

např. sukcesní stádium lesa či typ a množství opadu na povrchu půdy (McCormick a kol., 

2012), u N. cordata se uvádí potřeba zetlelého dřeva (Procházka, 1980). U tohoto druhu se dá 

také předpokládat velký podíl vegetativního šíření a k šíření pomocí semen u něj může 

docházet jen výjimečně. Tomu by odpovídalo i shlukovité rozmístění rostlin na lokalitách. 

Důvodem špatné klíčivosti může být i malé procento životaschopných embryí 

vložených do půdy. V porovnání s N. ovata se embrya u semen N. cordata jevila mírně 

deformovaná, zároveň se však stále dala odlišit abortovaná embrya, jež byla výrazně menší 

(viz Fotopříloha). Vzhledem k deformaci pak nemusela být plně vyvinuta ani větší embrya, či 

u nich mohlo dojít pouze k částečné abortaci. Příčinou abortace semen může být absence 

vhodného opylovače a následná autogamie (Jersáková a kol. 2006). Pro N. cordata jsou jako 

opylovači uváděni tiplice Tipula subnodicornis a lumčíci rodu Microgaster sp. (Pijl a Dodson, 

1966). Přestože tyto druhy byly zjištěny při výzkumu ve Finsku, vyskytují se i na Šumavě. N. 

cordata je zároveň protandrický, a tudíž allogamický druh, a autogamie je u tohoto druhu 

velmi nepravděpodobná. 

Naproti tomu u druhu N. ovata se několik semen vyvinulo až do stádia protokormu, 

které bylo možné použít pro další analýzy. Množství získaných protokormů je však vzhledem 

k počtu vysetých semen velmi nízké, zvláště v porovnání s dalším u nás běžným druhem 

orchideje: u Epipactis helleborine se protokormy vyskytovaly v 67 % vyjmutých rámečků 

(Těšitelová T., osobní komunikace), u N. ovata se protokormy nacházely pouze v 5,4 % 

vyjmutých rámečků. Naopak u druhu E. dunensis byly protokormy nalezeny v méně než 1 % 

rámečků (Bidartondo a Read, 2008) a u druhu E. albensis nebyly nalezeny žádné protokormy 

(Těšitelová a kol., 2012). Bidartondo a Read (2008) dále zjistili u E. atrorubens 6 % klíčivost 

a u Cephalanthera longifolia 63 % klíčivost, zároveň se do stádia protokormu vyvinulo u 

obou druhů přibližně 1 % semen. Semena obou druhů byla v půdě ponechána dva roky. U N. 

ovata klíčilo po dvou letech v půdě 8 % semen sazených v roce 2008 a až do stádia 

protokormu pak za stejně dlouhou dobu dospělo 0,4 % semen. McKendrick a kol. (2002) 
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zjistili u příbuzného druhu N. nidus-avis klíčivost mezi 11 a 29 % u semen sazených 

v blízkosti dospělých rostlin; zároveň však zjistila takřka nulovou klíčivost na plochách bez 

dospělého jedince N. nidus-avis. Dá se tedy říci, že N. ovata má ve srovnání s jinými druhy 

z tribu Neottiae horší klíčivost a méně semen se u ní vyvine do stádia protokormu. U druhů E. 

dunensis (Bidartondo a Read, 2008) a E. albensis (Těšitelová a kol., 2012) byla zjištěna 

klíčivost horší než u N. ovata. U těchto druhů však může špatnou klíčivost působit malá 

životaschopnost semen v důsledku autogamie. 

Klíčení bylo zároveň shlukovité. Většinou v jednom rámečku klíčilo několik 

protokormů, které pak dosahovaly větších velikostí (Obr. 4), případně klíčící protokormy byly 

nalezeny v několika rámečcích v jedné skupině. To je způsobeno pravděpodobně 

mozaikovitým rozšířením vhodných mykorhizních hub na stanovišti (Diez, 2007), klíčení 

může silně ovlivňovat i množství symbiotických hub v půdě (McCormick a kol., 2012). 

Vzhledem k velké úmrtnosti semen se ani u jednoho ze studovaných druhů nedá 

předpokládat dlouhodobá semenná banka. U N. cordata byla po třech letech všechna semena 

mrtvá, u N. ovata byla po třech letech nalezena pouze 3 % neklíčících živých semen. 

Whigham a kol. (2006) uvádí, že po pěti letech bylo u druhu Aplectrum hyemale ještě cca 

70 % semen živých a neklíčících, u druhu Liparis lilifolia  to pak bylo přibližně 30 % semen. 

U druhů E. atrorubens a C. longifolia pak bylo po dvou letech v půdě nalezeno 82 % 

neklíčících semen živých (Bidartondo a Read, 2008). Ve většině uvedených případů se jedná 

o lesní druhy orchidejí, u nichž je předpokládána dlouhodobá semenná banka (Whigham 

a kol., 2006). Semenná banka N. ovata a N. cordata se však více podobná krátkodobé 

semenné bance lučních druhů, např. u Dactylorhiza laponica bylo po třech letech v půdě 

nalezeno pouze 0,2 % živých semen (∅ien a kol., 2008). 

Také nebyl zjištěn žádný rozdíl v průběhu klíčení mezi semeny N. ovata pocházejícími 

z lesní a z luční lokality. Dá se tak předpokládat, že u druhu N. ovata nedošlo ke 

genetickému přizpůsobení jednotlivých populací prostředí, ve kterém rostou. 

Klíčení může být ovlivněno i mnoha dalšími faktory než jen přítomností symbiotické 

houby, dá se však předpokládat, že na lokalitě s výskytem dospělých rostlin by měly panovat 

vhodné podmínky pro klíčení. Špatná klíčivost tak může být způsobena i manipulací se 

semeny, kdy mnou nezjištěný faktor může snižovat klíčivost. Mnou sebraná semena 

v průběhu července byla následně uskladněna v chladničce při teplotě 4 °C. Poté byly 

připraveny rámečky pro výsev semen a do nich vložena semena. Rámečky se semeny již byly 

uchovávány při pokojové teplotě. Rámečky se semeny pak byly na lokalitách sazeny 

v průběhu září. Při porovnání s přístupem dalších autorů se dají najít dva rozdíly v manipulaci 
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se semeny. U žádného autora jsem nenašel zmínku o skladování v chladu (např. McKendrick 

a kol., 2000b; McKendrick a kol., 2002; Diez, 2007; Bidartondo a Read, 2008). Všichni autoři 

pak používali stejnou metodu výsevu semen v rámečcích. Doba mezi sběrem semen a 

vložením rámečků se pak značně liší: zatímco McKendrick a kol. (2002) vložili všechny 

rámečky do půdy do čtyř dnů od sebrání semen, jiným autorům to již trvalo přibližně jeden 

(Bidartondo a Read, 2008) až dva měsíce (Diez, 2007). Zdá se tedy, že pokud vůbec byla 

malá klíčivost semen způsobena špatnou manipulací s nimi, mohlo to způsobit jedině 

skladování v chladničce, jež by bylo tedy možná vhodné v dalších studiích vynechat. 

Skladování semen v ledničce se však běžně praktikuje. 

Analýza mykorhizních partnerů 

Při analýze symbiotických hub v kořenech dospělých rostlin obou zkoumaných druhů 

byly jako dominantní zjištěny houby ze skupiny ‚rhizoctonia‘. To odpovídá dřívějším 

poznatkům, které získali Downie (1959) a Rasmussen a kol. (1991). Převládají druhy čeledi 

Sebacinaceae, čeleď Tulasnellaceae je pak zastoupena méně. Druhy čeledi Sebacinaceae se 

pak dají považovat za skutečné mykorhizní partnery obou druhů, a to vzhledem k výsledkům 

TEM. Během TEM byly uvnitř buněk kořenů zjištěny hyfy obklopené neporušenou 

plasmatickou membránou kořenových buněk – znak odlišující mykorhizní houby od 

parazitických. Zároveň tyto hyfy vzhledem ke znakům ve stavbě dolipóru a parentosomu patří 

houbám z čeledi Sebacinaceae (Andersen, 1996; Suaréz a kol., 2008; Shimura a kol., 2009) 

(Obr. 8). 

Jak u N. ovata, tak u N. cordata bylo zjištěno vlastní spektrum mykorhizních partnerů, 

jež se vzájemně nepřekrývá. Jedinou výjimkou je OTU 3T náležející do čeledi Tulasnellaceae 

(Obr. 6). U druhu N. ovata bylo nalezeno širší spektrum OTU čeledi Sebacinaceae u lesních 

lokalit. Rozdíl ve druhových spektrech mezi N. ovata a N. cordata může ukazovat na určitou 

specializaci, kdy i blízce příbuzné druhy mohou mít rozdílné symbiotické houby a jejich 

spektra se nepřekrývají (Taylor a Bruns, 1999). Vzhledem k nedostatečným výsledkům 

pokusu s klíčením semen se však nedá odlišit vliv biotopu a druhu rostliny. Takřka nulová 

klíčivost semen N. ovata na lokalitách N. cordata pak může mít dvě vysvětlení: 1) na lokalitě 

nebyly vhodné OTU čeledi Sebacinaceae; 2) klíčení bylo inhibováno nějakým jiným 

biotickým či abiotickým faktorem. Mé výsledky jsou pak nedostatečné pro potvrzení či 

vyvrácení některého u nich. 

Čeleď Sebacinaceae se dělí na dvě skupiny. Skupinu A tvoří druhy tvořící ECM 

(Selosse a kol., 2002; Urban a kol., 2002; Avis a kol., 2003; Moyersoen, 2006; Tedersoo a 
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kol., 2006) a známé rovněž z některých MH (McKendrick a kol., 2002; Selosse a kol., 2002; 

Taylor a kol., 2003; Okayama a kol., 2012) a MX (Selosse a kol., 2004; Julou a kol., 2005) 

orchidejí. Skupina B je pak tvořena saprotrofními druhy hub, jež byly izolovány kromě OM i 

z erikoidní mykorhizy (Selosse a kol., 2007) či z mykorhizy některých druhů játrovek (Kottke 

a kol., 2003). U orchidejí pak byly druhy skupiny B izolovány z některých drobných 

australských druhů orchidejí jako je Cytrostylis reniformis, Eriochilus cucullatus (Weiss a 

kol., 2004; Bougoure a kol., 2005) či druhy rodu Caladenia (Swarts a kol., 2010). V Evropě 

pak Girlanda a kol. (2011) velmi vzácně izolovali druhy skupiny B z kořenů lučních orchidejí 

Anacamptis laxiflora a Serapias vomeracea, u nichž však dominantními symbionty byly 

druhy z čeledi Tulasnellaceae a Cerayobasidiaceae. Do Sebacinaceae skupina B patří i 

sekvence izolované z N. ovata a N. cordata. Jedná se tak o první zjištění hub ze saprotrofické 

skupiny B u evropských orchidejí rostoucích v lese, u kterých jsou zároveň Sebacinaceae 

skupina B dominantními mykorhizními symbionty. 

Čeleď Tulasnellaceae byla zjištěna jak na lučních, tak na lesních lokalitách. Jednou 

byla také zjištěna u druhu N. cordata (OTU 3T). Jedná se o jediného zjištěného společného 

mykorhizního partnera N. ovata a N. cordata. Tato OTU byla také jako jediná OTU čeledi 

Tulasnellaceae izolovaná z protokormu druhu N. ovata. To může být způsobeno větším 

geografickým rozšířením této OTU. Zjištění hub čeledi Tulasnellaceae na lesních i na lučních 

lokalitách odpovídá výsledkům analýzy u rodu Cypripedium (Shefferson a kol., 2005), kdy 

byly rovněž zjištěny jak na lučních, tak na lesních lokalitách. Dá se tedy říci, že houby čeledi 

Tulasnellaceae, jež jsou nejrozšířenější u lučních druhů orchidejí a u epifytických druhů 

(Dearnaley, 2007), se vyskytují i druhů, jež kromě lučních biotopů osídlují i světlá lesní 

stanoviště. 

Z dalších druhů hub, izolovaných jak z dospělců obou druhů tak z protokormů, patří 

většina mezi druhy hub tvořící ECM. I zde můžeme vidět rozdíl mezi oběma studovanými 

druhy orchidejí. Zatímco u N. cordata byla z ECM druhů zjištěna pouze Tylospora fibrillosa, 

u dospělců N. ovata byly zjištěny dva druhy ECM hub a u protokormů N. ovata tři (Tab. 4). 

Tylospora fibrillosa je druh často tvořící ECM u Picea abies (Peter a kol., 2008). Z ECM hub 

nalezených u dospělců N. ovata jsou oba, Russula sp. a Tricholomataceae, typické pro některé 

MH druhy orchidejí; např. severoamerické příslušníky rodu Corallorhiza (Taylor a Bruns 

1999) či evropské Limodorum abortivum (Girlanda a kol., 2006). Zároveň byly tyto druhy 

ECM hub izolovány i z některých MX druhů orchidejí (Bidartondo a Read, 2008). Vzhledem 

k nálezu ECM druhů hub v kořenech obou studovaných druhů orchidejí by se dal 

předpokládat jejich posun k MX. Tento posun však není podpořen výsledky izotopových 
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analýz (Gebauer a Meyer, 2003; Tedersoo a kol., 2007; Kotilínek, 2010). Pro N. ovata byl 

vypočítán zisk uhlíku z mykorhizní houby mezi 20 % (Tedersoo a kol., 2007) a 27 % 

(Gebauer a Meyer, 2003). Ten však není považován za průkazný pro MX (Tedersoo a kol., 

2007; Gebauer a Meyer, 2003). Gebauer a Meyer (2003) pokládali za prokazatelný pouze 

85 % zisk uhlíku u druhu Cephalanthera domasonium (u jiného druhu orchideje nezjistili zisk 

větší než 30 %), Tedersoo a kol. (2007) pokládali za průkazný již zisk 37,6 % u druhu Pyrola 

chlorantha, z jimi zkoumaných druhů orchidejí byl za průkazný pokládán zisk 60,1 % u 

Platanthera bifolia a 62,6 % u Epipactis atrorubens. Oba mnou studované druhy tak od ECM 

hub získávají patrně jen minerální látky, případně pouze minimální množství uhlíku těžko 

zjistitelné analýzou stabilních izotopů. 

Během analýzy symbiotických hub bylo zjištěno i několik druhů patřících do skupiny 

Ascomycota. Z nich pak příslušníci skupiny Pezizomycotina, jež byli zjištěni u pěti 

protokormů, jednoho dospělce N. ovata a jednoho dospělce N. cordata, byli izolováni 

z kořenů orchidejí rodu Epipactis (Selosse a kol., 2004; Bidartondo a kol., 2004; Ogura-

Tsujita a Yukawa, 2008; Těšitelová a kol., 2012), jež patří do stejného tribu jako rod Neottia. 

Houby skupiny Ascomycota však nebyly během TEM zjištěny uvnitř buněk kořenů ani 

jednoho ze studovaných druhů. Nedá se tak s jistotou říci, že se jedná o symbiotické druhy 

vázané s druhy rodu Neottia. Z dalších druhů ze skupiny Ascomycota, jež byly z kořenů obou 

druhů a z protokormů N. ovata nalezeny, jsou všechny považovány za endofyty, jež občas 

bývají izolováni z kořenů orchidejí (Ogura-Tsujita a Yukawa, 2008; Kohout a kol., in press). 

Ze dvou protokormů N. ovata, které byly získány jako jediné z lokality N. cordata, 

byla izolována houba rodu Physoderma. Tato houba patří do skupiny Chytridiomycota. Do 

rodu Physoderma pak řadíme fytoparazitické druhy jako Physoderma maydis (hnědá 

skvrnitost kukuřice) či Physoderma alfalfae (nádory na kořenech a stoncích vojtěšky). Tato 

houba se tak nedá velice pravděpodobně považovat za symbiotickou. V části protokormů 

získaných z lokalit N. ovata také nebyly nalezeny žádné OTU z čeledi Sebacinaceae a byly 

nalezeny pouze ECM (8 % protokormů) či endofytické (15 % protokormů) druhy hub. Přesto, 

že všechny analyzované protokormy byly živé, je možné, že tyto druhy hub byly semenem 

chybně rozpoznány jako symbiotické a nevedly by k dalšímu vývoji rostliny (Bidartondo a 

Read 2008). 

Při porovnání druhového spektra mezi protokormy a dospělci zjišťujeme, že 

v protokormech bylo zjištěno téměř stejně široké spektrum hub jako v dospělcích, ale mezi 

četnostmi pozorování jednotlivých druhů naprosto dominuje čeleď Sebacinaceae. Zároveň ne 

všechny houby izolované z protokormů musí nutně umožňovat kompletní vývoj rostliny a 
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v budoucnu by mohlo dojít k úhynu semenáčů (Bidartondo a Read, 2008). To platí především 

pro ECM druhy hub zjištěné u protokormů, z nichž žádný nebyl zjištěn zároveň u dospělých 

jedinců N. ovata. To však může být způsobeno malým počtem analyzovaných vzorků. Při 

pohledu na spektrum OTU čeledi Sebacinaceae zjištěných u protokormů (Tab. 5) se zdá, že 

jsou zde dominantní dvě OTU (2S, 5S) bez ohledu na OTU zjištěné u dospělých rostlin na 

stejné lokalitě. Jedná se také o dvě nejčastěji zjišťované OTU při analýze dospělců. Je tedy 

možné, že semena klíčí hlavně s úzkým spektrem široce rozšířených druhů a až v dospělosti 

dochází ke kolonizaci kořenů dalšími druhy. To by pak u tohoto druhu mohlo snižovat 

úmrtnost semenáčků během vývoje a alespoň částečně kompenzovat minimální klíčivost. 

Zároveň specializace na široce rozšířený druh by částečně řešila problém s hledáním vhodné 

houby, jež je popisován u úzce specializovaných druhů orchidejí (Bonnardeaux a kol., 2007). 

5. Závěr 

Během analýzy kořenů dospělých rostlin druhů N. ovata a N. cordata a protokormů 

druhu N. ovata byly jako dominantní zjištěny houby ze saprotrofické skupiny B čeledi 

Sebacinaceae. Jedná se o první zjištění hub z této skupiny u lesních druhů orchidejí. Dále byla 

zjištěna velká úmrtnost semen obou druhů a zároveň jejich velmi malá klíčivost. U N. cordata 

pak byla klíčivost takřka nulová. Tyto výsledky pokusu s klíčením neumožnily zjistit 

mykorhizní asociace N. cordata během klíčení. Zároveň nebylo možné odlišit vliv 

mykorhizních hub na rozšíření N. ovata a N. cordata od dalších biotických a abiotických 

faktorů.  

Další výzkum by bylo vhodné směřovat na objasnění nulové klíčivosti u druhu N. 

cordata a na zjištění podílu vegetativního rozmnožování na šíření tohoto druhu. Vhodnou 

metodou pro studium klíčivosti by bylo klíčení in vitro ve spojení s houbami zjištěnými u 

dospělých rostlin a následně izolovanými do kultury. U druhu N. ovata by bylo vhodné zjistit 

spektrum hub v průběhu celé ontogeneze. To by umožnilo jednoznačně identifikovat druhy 

umožňující vývoj rostliny od protokormu po dospělce. Zároveň by bylo velmi zajímavé 

pokusit se o izolaci houbové DNA z půdy v blízkosti rámečků se semeny a tak potvrdit či 

vyvrátit přítomnost vhodných symbiotických hub na jednotlivých lokalitách. Rovněž by bylo 

vhodné porovnat půdní vlastnosti. Takovýto přístup by mohl jasněji rozlišit, zda jsou za 

absencí klíčení a tvorby protokormů nevhodné abiotické podmínky prostředí nebo absence 

vhodných mykorhizních hub. 
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7. Přílohy 

Příloha I. 

Rozmístění lokalit (Zdroj map www.mapy.cz) 
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Seznam lokalit 

Neottia ovata – luční 
Vinice louka (VK) – GPS N49°08,632´ E13°31,916´ 
Javorník louka (JK) – GPS  N49°07,742´ E13°39,548´ 
Myší domky (MD) – GPS  N49°08,003´ E13°30,184´ 
Louka u Hanzlů (LH) – GPS N49°03,479´ E13°49,848´ 
Včelná pod Boubínem (VB) – GPS  N49°00,791´ E13°50,410´ 
Lštění (LL) – GPS N49°03,681´ E13°52,699´ 

Neottia ovata – lesní 
Slatinný potok (SP) – GPS  N49°09,288´ E13°19,964´; starý smrkový les 
Keply (KP) – GPS N49°12,719´ E13°20,523´; mladý smrkový les 
Vinice les (VS) – GPS N49°08,813´ E13°31,811´; porost listnatých náletových dřevin 
Javorník les (JL) – GPS N49°07,760´ E13°39,522´; smíšený sukcesní les 
Nicov (NC) – GPS  N49°06,882´ E13°37,463´; smrkový les s příměsí javoru 
Nebe (NB) – GPS N49°08,343´ E13°34,689´; dvě části: 1) porost listnatých náletových 
dřevin; 2) starý smrkový les 

Neottia cordata 
Boubín (BO) – GPS N48°58,536´ E13°48,466´ 
Novohuťské močály (NM) – GPS N48°59,039´ E13°26,718´ 
Jezerní slať (JS) – GPS N49°01,802´ E13°34,034´ 
Ptačí nádrž (PN) – GPS N48°59,075´ E13°30,794´ 
Ztracená slať (ZS) – GPS N48°58,956´ E13°30,075´ 
Ztracený rybník (ZR) – GPS N50°09,373´ E12°12,743´ 
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Příloha II. 

Příprava vzorku kořenů pro TEM 

 

-2,5% GA v 0,2M kakodilátovém pufru    nejméně 4 hod. 

-vypírací roztok       3x15 min. 

-pufr + 4% roztok OsO4 1:1      4 hod. 

-vypírací roztok       3x15 min. 

-30% aceton        15min. 

-50% aceton        15min. 

-70% aceton        15min. 

-80% aceton        15min. 

-90% aceton        15min. 

-95% aceton        15min. 

-100% aceton        15min. 

-pryskyřice + aceton 1:2      1hod. 

-pryskyřice + aceton 1:2      1hod. 

-pryskyřice + aceton 1:2      1hod. 

-čistá pryskyřice        24hod. 

-zalití do zalévacích formiček a polymerace v termostatu 24hod 
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Příloha III. 

Příprava vzorků protokormů pro TEM 

 

-2,5% GA v 0,2M kakodilátovém pufru    nejméně 4 hod. 

-vypírací roztok       3x15 min. 

-pufr + 4% roztok OsO4 1:1      4 hod. 

-vypírací roztok       3x15 min. 

-30% ethanol        15min. 

-50% ethanol        15min. 

-70% ethanol        15min. 

-80% ethanol        15min. 

-90% ethanol        15min. 

-95% ethanol        15min. 

-100% ethanol        15min. 

-aceton+ethanol 1:2       15min. 

-aceton+ethanol 1:1       15min. 

-aceton+ethanol 2:1       15min. 

-100% aceton        15min. 

-pryskyřice + aceton 1:2      1hod. 

-pryskyřice + aceton 1:2      1hod. 

-pryskyřice + aceton 1:2      1hod. 

-čistá pryskyřice        24hod. 

-zalití do zalévacích formiček a polymerace v termostatu 24hod 
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Příloha IV 

Počet živých a mrtvých protokormů nalezených na jednotlivých lokalitách v jednotlivých 
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Fotopříloha 

 

 

 

                    

 

 

Semena N. ovata před před vložením do rámečků. 
Semena z roku 2008 z lokality Nicov. Šipkou jsou 
označena abortovaná semena. Měřítko: 1mm. 

Semena N. cordata před vložením do rámečků. Semena 
z roku 2009 z lokality Ztracený rybník. Šipkou je 
označeno abortované semeno. Měřítko: 1mm. 

Protokormy získané z jednoho rámečku 
vysazeného na lokalitě Keply. Největší byl použit 
pro TEM, druhý největší pro analýzu mykorhizních 
hub. Ostatní byly zamraženy jako rezerva. Měřítko: 
1mm. 

Detailní fotka největšího z protokormů 
zachycených na snímku vlevo. Na snímku je 
možné rozeznat pelotony uvnitř buněk protokormu, 
zároveň jsou vidět rhizoidy vyrůstající 
z protokormu. Skrze rhizoidy může docházet ke 
kolonizaci symbiotickou houbou. Měřítko: 1mm. 
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Lokalita Jezerní slať(N. cordata) po těžbě smrků 
napadených kůrovcem. Rámečky se semeny 
nebylo možné najít. (září 2011) 

Rostlina N. cordata na lokalitě ztracená slať. Při 
odběru kořenů bylo vzhledem k velikosti rostliny 
potřeba vykopat celého jedince a rostlina tak byla 
zničena. (září 2009, foto Jana Jersáková) 

Největší nalezený protokorm, získaný z lokality 
Myší domky. Protokorm je vyfocen na síťce, v níž 
byla semena vkládána do půdy. Ve spodní části 
protokormu je vidět růstový vrchol. Protokorm 
měřil 11,5 mm. 

Rostlina N. ovata na lokalitě Nebe při odběru 
kořenů pro analýzu symbiotických hub. Při odběru 
byly odkryty kořeny pouze na jedné straně rostliny 
a rostlina tak nebyla úplně zničena. (červenec 
2009) 
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Při odběru kořenů druhu N. cordata na lokalitě Ztracený rybník byly nalezeny dvě rostliny spojené kořeny. 
To u N. cordata dokazuje vegetativní šíření, jež by mohlo u tohoto druhu hrát významnou roli. (foto Jana 
Jersáková) 

Kořenový systém N. ovata. Oproti druhu N. cordata je značně mohutnější 
(foto Jana Jersáková) 


