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1 Uvod

Pedicularis sylvatica L. (vSivec lesni) patii mezi poloparazitické rostliny z celedi
Orobanchaceae (zarazovité). Diive byl fazen do Celedi Scrophulariaceae (krti¢nikovité)

(Weber 1987).

Celed’ Orobanchaceae patii do fadu Lamiales, kam spadaji jak nezeleni parazité, tak
zeleni poloparazité, jiz se pfizivuji na kofenech hostitelskych rostlin. V Ceské republice se

vyskytuje n¢kolik rodt, napt. Rhinanthus, Euphrasia, Odontites, Melampyrum.

Poloparazité maji nejvyssi pocet druhti a velmi Casty vyskyt v pfirodnich a
poloptirodnich loukach se Spatnou dostupnosti Zivin, napt. podmacené louky (Té&Sitel et al.
2015). Sledovany druh Pedicularis sylvatica je také vazany na oligotrofni vlhka stanoviste,
jichz mnozstvim 1 kvalitou béhem poslednich desetileti hodné ubyva (Obr. 1). Tyto lokality
prestavaji byt obhospodarovavané a tim se zde hromadi biomasa, coz podporuje Sifeni

kompeti¢né silnych druht a zarGstani stromy a kefi.
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Obr.1: Orientaéni vyskyt druhu Pedicularis sylvatica podle NDOP AOPK CR
(‘http://portal.nature.cz/publik_syst/nd_nalez-public.php?idTaxon=38600 ).

Podobné jako vétSina dalSich poloparazitickych druhti nasi kvéteny je Pedicularis
sylvatica monokarpickou rostlinou. Oproti ostatnim druhiim ze stejné Celedi je ale dvouletym
hemikryptofytem, pfezimujicim ve formé rizice listi slozené v zimni pupen (Hegi 1975).
V prvnim roce semenace dospé€ji do juvenilni rizice, kterd pfezimuje ve formé zimniho

pupenu. Tato vyvojova faze semendce je pritom nejvyznamngj$i pro prezivani populaci.

1


http://portal.nature.cz/publik_syst/nd_nalez-public.php?idTaxon=38600

Béhem ni totiz dochazi k nejvétsi predCasné mortalité, mezi jejiz hlavni faktory
pravdépodobné patii kompetice s okolni vegetaci. V druhém roce kvete a tvoii semena, coz

je dulezité pro generativni mnozeni.

Tento druh se nejcastéji vyskytuje na vlhkych, casto zraselinénych loukéach
a viesovistich (Chytry et al. 2001 a Dostal 1989). Preferuje kyselé a zivinami chudé pidy. Je
to konkurencéné¢ slaby druh s vy$$imi naroky na svétlo. Mudrak & Leps (2010) tvrdi, ze
poloparazitické rostliny nemusi byt vzdy vazany na zivinami chudsi stanovisté, kde je jejich
dopad na hostitele destruktivnéjsi. Pfesto je pomérné vysoky pocet poloparazitickych druha
rozSitenych v polopiirozenych mokrych loukach, které jsou na Zziviny chud$i (Gibson

& Watkinson 1992, Té&Sitel et al. 2015).

Pedicularis sylvatica je siln¢ ohrozeny druh C2 (Grulich 2012). Pravdépodobné
proto, ze mnoho lokalit zkoumaného druhu v poslednich letech zaniklo vinou odvodiiovani,
regulace vodnich tokli ¢i rozoradvani luk (Chéan 1999) a také zartstanim v dasledku
neobhospodafovani luk. P. sylvatica je obligatni nespecificky kofenovy parazit s velkym
poctem hostitelskych druhti, na néz se napojuje pomoci haustorii (Weber 1976, Gibson
& Watkinson 1989). Podle Maybrook (1917) dokonce parazituje i na jedincich svého

vlastniho druhu.

1.1 Vliv na spole¢enstva

Né&které druhy rostlin si vyvinuly kromé& autotrofni vyZivy i poloparazitismus. Tato
Zivotni strategie pomaha vykompenzovat ztraty v kompetici o plidni zdroje. Poloparazitické
rostliny se vyznacuji haustorii, coz je organ, ktery byl vyvinut pro penetraci kotfene
hostitelské rostliny; zde vytvaii fyziologické spojeni (Kuijt 1979). Podle Atsatt (1973) je
haustorium pfeménény koten; k pfeméné doSlo bud’ nahromadénim mutaci, nebo vlivem
mikrobialniho parazitismu. Haustoriové spojeni propojuje cévni svazky v xylémové, dievni
¢asti kotfene poloparazita a hostitele. Propojeni se nazyva xylémovy mustek; ptes né¢j dochazi
k pfenosu latek (Irving & Cameron 2009). Podle novych studii xylémovym mustkem
dochazi k ptfenosu nejen vody a minerdlnich latek, ale i k pfenosu organického uhliku
(Tesitel et al. 2010, Leps & Tesitel 2015): bud’ piimo pies oskula (D6 rr 1997) — malé trubky
tvofené xylémovou bunikou poloparazita, ktera vede ptfimo do hostitelské cévy — nebo pies

parenchymatickou buniku (Riimer et al. 2007).



Vztah hostitelské rostliny a kofenového poloparazita je velmi komplikovany, jelikoz
se jednd o kombinaci parazitismu a kompetice (Fibich et al. 2010). Pro vysledky téchto
vztahl je dulezité, zda poloparazitismus vyvazi ztraty zptisobené kompetici. Pro vétsi
efektivitu je pocet potencialnich hostitelti variabilni (Gibson & Watkinson 1989). Na druhou
stranu vysoky pocet hostitell ve spoleCenstvu muize zpUsobit vétsi mortalitu semenacd,
proto, ze je kompaktnéji zapojeny travni porost a pfili§ velkd kompetice o svétlo. Dospélci
ovSem naproti tomu mohou dosdhnout vy$$iho reproduk¢éniho uspéchu (van Hulst et al.
1987, Mudrak & Leps 2010). Vliv hostitelského druhu na poloparazita potvrzuji i Gibson
& Watkinson (1991), ktefi v kvétinaCovém pokusu potvrdili, ze poloparazit Rhinathus minor
na ruznych hostitelich prospiva rizné a to hlavné v zavislosti na mnozstvi Zivin v pudé.
Naptiklad ve sklenikovém pokusu se Rhinanthus minor v normalnim piipadé rozhodne
parazitovat na Trifolium repens spiSe nez na Lolium perenne, ale pokud se pomér zivin
v pudé zméni (napf. se zvysi obsah dusiku), pomér mezi haustoriovym napojenim na oba

druhy se vyrovna a spiSe inklinuje k L. perenne (Gibson & Watkinson 1991).

V delsim ¢asovém horizontu jsou ve spolecenstvu patrné cykly nardstu poloparazita
¢i dominanty, na které parazituje. Tyto cykly mohou probihat jen za predpokladu, ze
v prubéhu pievladnuti poloparazita nebo hostitele nedojde k Gplnému vylouceni daného

druhého druhu ze spolecenstva (Ameloot et al. 2006).

Podobné¢ jako jiné poloparazitické druhy zminéné vyse lze ocekavat, ze i Pedicularis
sylvatica muze mit vyrazny vliv na vegetaci, v niz roste. Tento vliv je zpisoben zejména
potlacenim rlstu hostitele a oslabenim jeho konkurenceschopnosti, ale 1 ovliviiovanim toku

Zivin ve spolecenstvu.

1.2 Vazba na hostitele

Zjistovani druht kotenovych hostitelli je pomérné sloZita zalezitost, jelikoz na rozdil
od tieba stonkovych parazitii se cely proces napojeni odehrava pod zemi. Proto ptehled
hostitelskych druht neni pfili§ znamy (Piehl 1963). Prvni pouZzivana metoda byla zaloZena
na nepiimé identifikaci hostitelli na zakladé nepfimého pozorovani spole¢nych vyskyti na
sledovanych lokalitdch; pozorovany byly opakované vyskyty ve spolecenstvech
s poloparazitickym druhem (Hodgson 1973). Tyto metody se v pozd¢jsSich studiich ukazaly
jako zavadéjici (Suetsugu et al. 2008), coz prokazala studie Gibson & Watkinson (1989):

pomoci pozitivni asociace vyskytu byli schopni pro poloparazita Rhinanthus minor zjistit
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pouze dva druhy potencidlnich hostitelll. Nadto dokonce jeden z predpokladanych
hostitelskych druhd — Plantago lanceolata — byl prokazan jako velmi Spatny hostitel,
haustoriova napojeni zde byla témét nefunkcni (Cameron & Seel 2007, Riimer et al. 2007).
Oproti tomu pii piimém sledovani kofene az k haustoriovému spojeni byli Gibson
& Watkinson (1989) schopni identifikovat 34 druht hostitelskych rostlin, hlavné ze skupiny

trav a ¢eledi Fabaceae.

Podle dalsich vyzkumt (Cameron et al 2006, Cameron & Seel 2007 a Riimer et al.
2007) ani haustoriové spojeni jest¢ nemusi dokazovat, ze dochéazi k propojeni poloparazita
a hostitele, jak je popsano vyse. Potencidlni hostitel se brani riznymi zptisoby, napiiklad
lignifikaci bun¢k na hrané svého kotene, v jinych ptipadech bylo lignifikované celé stéle az
na nékolik floémovych bunék. V nékterych piipadech bylo pozorovano, Ze rostlina neché své
napadené ¢asti odumfit; to mize byt energeticky méné ndrocné, nez odevzdavat své cenné

latky poloparazitovi (Cameron et al. 2006).

Urcovani skute¢ného hostitele v terénu metodou piimého pozorovani, kdy je tieba
nalézt v substratu haustorium poloparazita a poté napojeny kotfen sledovat az k hostitelské
rostling, je velmi obtizné a ve vétSin€ pid skoro nemozné. Piesto se touto metodou podatilo
zjistit hostitele u druhu Rhinanthus minor (22% haustorii pattilo Fabaceae a 30% do skupiny
»graminoidi‘; Gibson & Watkinson 1989). Tyto vysledky byly zjistény ex situ. Oproti tomu
Weber (1976) zjistil piimo pro Pedicularis sylvatica nasledujici hostitelské druhy ze skupiny
»graminoidd*: Agrostis canina, Holcus lanatus, Deschampsia cespitosa; z Fabaceae Lotus
corniculatus, z Rosaceae Potentilla erecta, a nékolik dalsich druhti Centaurea jacea, Lychnis
flos-cuculi, Picea abies. Dokonce je znam parazitismus na jiném jedinci svého druhu

(autoparazitismus) a to u druhu Rhinanthus serotinus (Prati et al. 1997).

Novou metodou sledovani hostiteli je tzv. DNA barcoding (Taberlet et al. 2007
a Valentini et al. 2008). Tato metoda by mohla vyftesit problém s obtiZznosti identifikace
hostitele; staci pfi ni totiz v substratu najit napojené haustorium na hostitelsky koten, ale
neni jiz tieba sledovat hostitelsky kofen az k nadzemni ¢asti rostliny. Namisto toho 1ze ¢ast
kotene hostitele pomoci molekularnich metod osekvenovat a tak identifikovat druh. Pro
identifikaci druhi rostlin byly zkouSeny riizné tseky DNA: jaderné (napi. ITS, Jackson et al.
1999) a chloroplastové DNA, napt. rbcL (Newmaster 2006), matK (Yu et al. 2011), trnL
intron (Taberlet et al. 2007). Zjistit vhodny univerzalni marker pro identifikaci hostitela je

velmi obtizné.



2 Cile prace
e Zjistit druhové spektrum hostitelti; vyhledat spojeni konkrétniho haustoria
se zjisténym hostitelem a ovéfit, zda je funk¢ni.
e Zjistit, zda disturbance podpoii uchycovani semenact sledovaného druhu.

e Zaznamenat vliv poloparazita na spoleCenstvo v lokalit¢ za pomoci

fytocenologického snimkovéani, vazeni biomasy a pleti sledovaného druhu.



3 Material a metody

3.1 Popis lokalit

Terénni experimenty a odbéry vzorku Pedicularis sylvatica byly provadény na
lokalitach Ohrazeni a PR Zubi#i (Obr. 2). Jelikoz je P. sylvatica zdkonem chranény, byla pro
manipulace stimto druhem a vstup do pfirodni rezervace opatiena vyjimka ze zakona

114/92Sb. poskytnutd Agenturou ochrany piirody a krajiny CR.
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Obr.2: Cerveng vyznacené vyzkumné plochy s vyskytem druhu Pedicularis sylvatica.

3.1.1 Ohrazeni

Tato lokalita se nachazi mezi vesnicemi Zaliny a Ohrazeni, zhruba 12 kilometrti na
jihovychod od mésta Ceskych Budg&jovic (48,953257°N; 14,593130°E). Lokalita leZi na
LiSovském prahu, ktery je tvofen pararulami a granuity, granulitovymi rulami. Zdej$im
pfevazujicim typem pudy, hlavné v zamokienych oblastech, jsou pseudogleje (Chabera et al.
1985). Chemické charakteristiky pidy na vyzkumné ploSe jsou shrnuty v Tab. 1. Oligotrofni
louka je tvofena spolec¢enstvem Molinion s prvky Violion caninae (Leps 2014). Louka je

pravidelné dvakrat ro¢né secena.

Dominatni travy na lokalit¢ jsou Molinia caerulea, Nardus stricta, Festuca rubra,

Holcus lanatus. Louka je druhové bohaté a vyskytuje se tu vice nez deset druhti ostfic (napf.



Carex panicea, C. hartmanii, C. nigra, C. pallescens, C pilulifera, C pulicaris; (Danihelka
2012). Sledovany druh P. sylvatica se zde vyskytuje ve stabilni populaci a odebranim vzorki

nebyla narusena jeji existence.

Tab.1: Ptehled chemickych analyz pid pro sledované lokality. P&t vzorki svrchnich 10 cm piidy odebranych ptdni sondou
o priiméru 5 cm tvofilo smésny vzorek pro kazdou lokalitu. V laboratofi Botanického Ustavu Akademie véd CR v Tieboni
byly provedeny analyzy: analyza rostlinam dostupného fosforu (extrakce Mehlich III), analyza celkového dusiku, obsah
vapniku, drasliku, hot¢iku, pH ptdy a ztratu zihanim.

Identifik.  pH pH Corg. P-PO4 TN susSina Ca K Na Mg
Vzorku K ClI H20 % mg/kg  mg/kg % mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Zubfi 440 551 13,22 12,73 5551,103 98,71 1,445 9,00 19,68 0,815

Ohrazeni 4,15 541 1348 13,08 4164,265 97,22 5,94 8,98 21,38 2,03

3.1.2 PR Zubfi

Pfirodni rezervace Zubii vyhldSena v roce 1990 ma rozlohu 25 ha a nachazi se
v Zeleznych horach, cca 2 km jihozapadné od obce Trhova Kamenice mezi osadami Zubii a
Polom (49,775444° N, 15,793556° E). Geologické podlozi uzemi je tvofeno smési rul a zul.
Celkovée jsou tu chudé pldy, které misty vytvafeji 1 mala raSeliniSté. Pfevazujicim plidnim
typem jsou gleje a na méné zamokienych stanovistich i pseudogleje. Podrobnégjsi chemické
analyzy jsou uvedeny v Tab. 1. Vegetace je vétSinou tvofena smilkovymi loukami
a viesovisti, spolecenstvem Molinion a prechodnymi raselinisti (Faltysova et al. 2002).

Louka je pravideln¢ jednou ro¢né secena.

Dominantni travy jsou opét Molinia caerulea, Nardus stricta, Festuca rubra, Holcus
lanatus. Rezervace je druhové bohatd, vyskytuji se tu druhy jako Drosera rotundifolia,
Epipactis palustris, Menyanthes trifoliata. Pifimo v mist¢ vyzkumu se vyskytuje
i Dactylorhiza majalis (Danihelky (2012). I zde se vyskytuje velka populace Pedicularis

sylvatica a nasim zasahem nebyla ohrozena.

3.2 Analyza hostitelského spektra

3.2.1 Sbér dat v terénu

Na lokalité PR Zubfi bylo odebrano 10 dospé€lct a 15 semenacu v roce 2014 a v roce
2015 po 10 dospélcich a 10 semenackach Pedicularis sylvatica. V roce 2014 byly odebrany
sondy 1 na lokalit¢ Ohrazeni: 10 jedincti v obou fazich vyvoje. Kolem odebranych jedincii
byl vzdy udé€lan kruhovy fytocenologicky snimek (= 15 cm), dokladové polozky rostlin jsou

ulozeny ve fakultnim herbati (CBFS).



Vzdalenost mezi jedinci Pedicularis sylvatica byla minimalné jeden metr. Vybrani
jedinci slouzili jako vzorek pro zjisténi spektra hostitelskych druhti. Tyto rostliny byly
odebrany véetné svého kofenového systému pomoci pidni sondy (= 5 c¢cm). Tato metoda
byla otestovana pii vyzkumu piibuznych poloparazitt Rhinanthus major, R. minor
a Melampyrum nemorosum (Té&Sitel et al., ustni sdéleni). Ukazala se jako efektivni nastroj,
pomoci néhoz lze velmi dobie odebrat velkou ¢ast kofenového systému poloparaziti, aniz by

byla vyraznéji ovlivnéna okolni vegetace.

3.2.2 Preparace kofenovych sond

Kofenové systémy druhu Pedicularis sylvatica v pudnich vzorcich byly podrobeny
detailnimu zkoumdni s cilem nalézt spojeni haustorium — hostitelsky kofen (nebylo nutné
sledovat kofen potencidlniho hostitele az k rostlin¢). Vzorky kotenovych sond (tj. hledani
haustorii) je nutné zpracovat za Cerstva, nejpozdé€ji 2. az 3. den od odebrani. Kofenové
systémy byly pozorovany pod stereomikroskopem Olympus SZ-X7. V ptipadé potieby byly
béhem pozorovani omyvany vodou. Nalezend haustoria byla odstfizena od kofenovych
systémi hostitele 1 poloparazita (Obr. 3). Z takto vzniklého vzorku byl odstfizen segment
hostitelského kotfene (min. velikost 0,2 cm; max. velikost 1 cm), a ten pak byl pouzit pro

DNA barcoding.

Kofen poloparazita '
Kofen hostitele

Haustorium

Obr.3: Haustoriové spojeni svétlého kofene poloparazita a tmavého kofene hostitele.



Vlastni haustorium bylo pod stereomikroskopem nafezano ziletkou na tenké tezy
a nasledn¢ obarveno floroglucinolem, ktery barvi lignin v kyselém prostiedi (H2SO,) do
ruzovo-fialové barvy. U kazdého fezu bylo zaznamenano nékolik udaja (pfitomnost
xylémového mdastku, ktery poukazuje na funk¢ni spojeni— Obr. 4, kvalita haustoria
z hlediska stafi a ID, aby bylo mozné pozdé¢ji spojit druh hostitele s konkrétnim haustoriem).

Pfi  podezieni na  autoparazitismus byla  tato  informace  zaznamendna.

1) 2) Parazit
(Parazit (

® O
‘ Ligninova

vrstva

rHostitel “-Iosn'tel

Obr.4: Nékres funkéniho haustoria s xylémovym mustkem (1) a nefunkéniho haustoria (2) (pfevzato z Cameron
& Seel 2007).

3.2.3 ldentifikace hostiteli molekularnimi metodami

Kofeny byly v roce 2014 izolovany pomoci REDExtract — N-Amp Plant PCRkitu od
firmy Sigma a v roce 2015 metodou CTAB (Koutecky & Kosnar 2014). Pro izolaci byl vzdy
pouzit kompletni vzorek vypreparovaného kotene, relativné malé kusy (min. velikost 0,2 cm;
max. velikost 1 cm — vétsi kofeny se bohuzel nepodafilo vypreparovat). Proto v roce 2015
byla izolace d€lana snovymi vzorky. Domnivala jsem se, Ze nizky podil uspeésné

amplifikace mohl byt zpisobeny typem izolace, ale tento pfedpoklad potvrzen nebyl.

Pro identifikaci jednotlivych hostitelli byla pouzita sekvenace intronu trnL (Taberlet
et al. 1991; Tab. 2) v roce 2014 a ribozomalni tsek ITS (White et al. 1990, Ralson & Friar
2000; Tab. 2) v roce 2015. Domnivala jsem se, ze kromé& zmény izolace by podil Gspésné
amplifikace mohl byt zvySen pouzitim jiného tseku DNA. Tato zména byla provedena na
zaklad¢€ predbézného testu UspéSnosti na zakladé osmi ndhodné vybranych vzorki. V tomto
predbézném testu se podatilo osekvenovat tisek ITS u sedmi vzorkti z osmi a usek trnL u péti

vzorkl z osmi.



Tab.2: Sekvence pouzitych primeri (Taberlet et al. 1991, White et al. 1990, Ralson & Friar 2000).

Oznaceni Sekvence 5°-3°

Tab C CGAAATCGGTAGACGCTACG

Tab D GGGGATAGAGGGACTTGAAC
Tab F ATTTGAACTGGTGACACGAG

ITS 1p CTTTATCATTTAGAGGAAGGAAG
ITS 4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

ITS 4i GGTAGTCCCGCCTGACCTGG

ITS 5i AGGTGACCTGCGGAAGGATCATT

V roce 2014 obsahovala PCR reakce (0,6 ul H,O; 1,2 ul Tab C; 1,2 ul Tab D; 5 ul
PCR Mixu a 2 ul DNA) a v roce 2015 obsahoval PCR reakce (3 ul H20; 0,6 ul ITS 4; 0,6 ul
ITS 1p; 5 ul PCR Mixu a 0,8 ul DNA). Pro vSechny reakce byl pouzivan PCR program
specifikovany v Tab. 3. PCR produkty byly otestovany pomoci 1,5% agarézového gelu TBE
pufru na elektroforéze. V ptipad¢ uspésné amplifikace DNA byl vzorek odeslan na sekvenci.
Sekvenacni smé&s v roce 2014 pro metodu trnL obsahovala 5 pl HoO, 1 pl Tab C a 1,5 pl
DNA a byla odeslana do Laboratofe genomiky Biologické centrum AV CR, v. v. i. V roce
2015 byla sekvenéni smés 2,5 pl H,O; 2,5 ul PCR produktu a 5 pl primeru ITS 1p; vzorky
byly odeslany do sekvenc¢ni firmy GATC Biotech: DNA Sequencing and Bioinformatics.

Tab.3: Pfehled cykla v programu pro PCR.

(45 Cyklt) Teplota [°C] ¢as [min]
Pocateéni denaturace 94 6:30
Cyklova denaturace 94 0:30
Nasedani primert 50 1:00
Cyklova elongace 72 1:00
Finalni elongace 72 10:00

V ptipadé negativni amplifikace intornu trnL bylo pfistoupeno k semi-nested PCR,
tj. amplifikaci delsiho useku chloroplastové DNA s pouzitim primert C a F (Taberlet et al.
1991) a nasledné amplifikaci s pouzitim primera C a D. V pfipad¢é negativni amplifikace
ribozomalniho useku ITS byl pfedpoklad, Ze by vzorky mohly patfit do ¢eledi Cyperaceae.
Proto byly vyzkouseny primery ITS 4i, ITS 5i, vyvinuté kvili analyze druhu Eleocharis
(Roalson & Friar 2000). Celkem jsem osekvenovala 22 vzork(i pomoci markerd trnL
a 22 vzorkli markery ITS 1p — 4. Pomoci metody semi — nested se nepodafilo zvysit

uspésnost identifikace hostitelt, stejné jako primery ITS 4i-5i.
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Sebrané¢ listy druhti, vyskytujicich se ve fytocenologickych snimcich kolem
odebiranych kotenovych sond, poslouzily k vytvofeni vlastni srovnavaci databaze. Podle
predbéznych vysledkti z databaze GenBank aplikace BLAST (Nucleotide Blast) bylo
vybrano 15 nejcastéji se opakujicich se druhti. Vzorky byly izolovany také metodou CTAB
a PCR reakce obsahovala (3 pl H,0; 0,6 ul ITS 4; 0,6 ul ITS 1p; 5 ul PCR Mixu a 0,8 pl
DNA) i pro tyto vzorky byl pouzit PCR program viz Tab. 3. Dale byly vzorky odeslany na
sekvenci do firmy GATC Biotech: DNA Sequencing and Bioinformatics. Pro vzorky z roku
2014 byla pouzita srovnavaci knihovna J. Kosnara, ktera obsahovala sekvence intronu trnL

prakticky pro vSechny druhy nalezené ve fytocenologickych snimcich.

3.2.4 Terénni experimenty a pozorovani

Abych zjistila vice podrobnosti o druhu Pedicularis sylvatica a jeho vlivu na
spoleCenstvo, pokusila jsem se na n¢j aplikovat metody osvédéené ze studii jednoletych
poloparazitickych rostlin (Mudrak & Leps 2010, Adamec 2012, Demey et. al 2014a, Mudrak
et al 2014). VSechny pokusy probihaly béhem dvou let 2014 a 2015.

3.2.5 Testovani vlivu mechanické disturbance na uspésSnost vysevu

Pedicularis sylvatica

Pokus probihal na obou sledovanych lokalitach, kde byly zhotoveny pokusné parové
plochy, kazda o velikosti 0,5%0,5 m (sbér dat z centralniho ¢tverce 0,3x0,3 m; Obr. 5). Sedm
ploch bylo vyty¢eno na obou lokalitich béhem kvétu tak, aby se na nich P. sylvatica
nevyskytoval, ale zahrnovaly vegetaci, podobnou té, v niz druh roste. VSechny plochy byly
vytyCeny trvale pomoci pivnich zatek. Do obou parovych ploch bylo dne 20. 9. 2014 (Zubi1)
a 3. 10.2014 (Ohrazeni) vyseto 50 semen P. sylvatica pochazejicich z dané lokality (sebrana
15. 6. 2014 na Zubfti a 13. 7.2014 na Ohrazeni).

Jedna zparovych ploch byla vzdy pred vysevem ostithana a mechanicky
disturbovdna vyhrabanim, biomasa byla odstranéna, aby netvofila stafinovy pokryv.
Ptezivani semenacu bylo nasledné monitorovano béhem sezony 2015, kdy v dubnu probéhla

na lokalit¢ Ohrazeni kontrola kli¢ivosti semenaci, a v kvétnu byly scitany.
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30cm JOCITI

Vysev
P. sylvatica
+ vyhrabani

Vysev
P. sylvatica

Obr. 5: Schéma parovych ploch jednoho bloku pokusu na testovani vlivu mechanické distrubance na ptezivani semenaci
Pedicularis sylvatica.

3.2.6 Korelace s biomasou

Toto pozorovéani probihalo pouze vroce 2014 v PR Zubii, kde bylo vybrano
10 parovych ploch svelmi podobnou vegetaci, v jedné, znichz byl pfitomen druh
Pedicularis sylvatica. Plochy mély rozmér 30x30 c¢m s hrani¢ni zénou 10 cm. Pro vSechny
plochy byly udé€lany fytocenologické snimky. Pro vSechny snimky byla pouzita skéla (R, +,
1-15 po jednom procentu pokryvnosti a nasledn¢ 15-100 po péti procentech). Biomasa byla
odebrana kromé P. sylvatica, ktera nasledné byla susena v susarn¢ a vazena (vahy ERN EW

max. 1500 g — min. 0,5 g). VSechny jména rostlin byly upraveny podle Danihelky (2012).
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3.2.7 Vliv Pedicularis sylvatica na rostlinné spole€enstvo

Experimentalni design sestaval ze tii typt ploch. Na jedné byl Pedicularis sylvatica
odstranén vypletim, v druhé plose byl P. sylvatica ve vegetaci ponechan pro kontrolu a teti
plocha byla kontrolni vegetace zcela bez vyskytu sledovaného druhu. V idedlnim ptipadé
byly plochy spojeny do jednoho bloku (Obr. 6); pokud to nebylo mozné, byla kontrolni
plocha bez P. sylvatica zalozena ve vétsi vzdalenosti od zbyvajicich dvou ploch. Velikost
ploch je 50x50 cm, s tim, ze sbér dat probihal v centralnim ¢tverci 30x30 cm. Na kazdé
lokalité bylo zalozeno 7 blokii. Tento experiment byl zahajen v kvétnu 2014, kdy byla
sebrana i vychozi data. Nasledna data zachycujici vliv odstranéni P. sylvatica pak byla
sebrana Vv kvétnu 2015. Sbér dat probihal formou fytocenologického snimkovani. Pro
vSechny snimky byla pouzita skala (r, +, 1-15 po jednom procentu pokryvnosti a nasledné

15-100 po péti procentech).

30cm

10cm

Kontrola 1:
Plocha bez
P. sylvatica,
bez zasahu

Kontrola 2:
Plocha s P.
Sylvatica
bez zasahu

Plocha s
P. sylvatica,
Pedicularis

odstranén

Obr. 6: Schéma jednoho bloku pokusu s odstranénim Pedicularis sylvatica z vegetace.
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4 Analyza dat

4.1.1 Sbér dat v terénu

Rozdil v produkci biomasy spoleCenstva na plochach, kde je Pedicularis sylvatica
ptitomen a kde chybi, byl otestovan pomoci permutacni verze Wilcoxonova testu pro parova
pozorovéani. Rozdily ve sloZeni vegetace byly testovany pomoci parcialni RDA (Smilauer

& Leps 2014), ve které vystupovala identita plochy jako kovariata.

Vliv disturbanci na uchyceni semenackli byl testovan pomoci permutacni verze
Wilcoxonova testu pro parova pozorovani. Tento test byl proveden pro kazdou lokalitu

zvI1ast.

Vzhledem ktomu, ze vypleti Pedicularis sylvatica nezptsobilo vymizeni druhu
z vypletych ploch, nemélo smysl testovat efekt vypleti na vegetaci. Byl proveden alespon
test vlivu vypleti na pokryvnost P. sylvatica. Ten byl proveden pomoci linearniho modelu se
smiSenymi efekty, v némz vystupovala identita bloku jako nahodny faktor, rok a zasah
a jejich interakce jako prediktory s pevnymi efekty. Pro posouzeni vlivu vypleti je zasadni

interakce vypleti x rok.

Jednorozmérné statistické analyzy byly provedeny v programu R, verze 3.2.2 (R
Core Team 2015). Pro permutacni testy byly vyuzity funkce knihovny coin (Hothorn et al.
2008). Mnohorozmérné analyzy byly provedeny v programu Canocofor Windows, verze
5.04 (ter Braak a Smilauer 2012).
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4.2 Molekularni data

Sekvence byly upraveny v programu Geneious 7.1.5 (Kearse et al. 2012) a porovnany
s databazi GenBank ({HYPERLINK "https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/"}) a s nasimi
vlastnimi databdzemi metodou ,,similarity method BLAST”. Pii srovnavani sekvenci byla
sledované similarita (podobnost), kterd musela byt vyssi nebo rovna 97 %, protoze 99-97 %
je bézné pouzivand hranice (Bidartondo and Read 2008; Ryberg et al. 2008; White et al.
2010), aby sekvence byla pfijata jako odpovidajici pro dany druh.

N¢kolik sekvenci (sekvence s relativné nizkou kvalitou — nedostate¢na délka nebo
vice nepfirazenych bazi) s niz§i podobnosti nez 97 % by nikdy neobstdlo ve vysledcich.
Proto byla pouzita kombinace metody ,similarity method BLAST“ a hierarchického

klastrovani (neighbour joining tree), které¢ umoznilo identifikaci druhu hostitele.
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5 Vysledky

5.1 Analyza hostitelského spektra

5.1.1 Terénni prace sbér dat v terénu

Celkem bylo odebrano 65 kofenovych sond z obou sledovanych ploch (ale ne
vSechny sondy byly pouzity pro zjistovani hostitelského spektra), to znamend i 65
fytocenologickych snimkd. Ty jsem porovnala s 62 snimky sebranymi napfi¢ ceskou
republikou (Obr. 7) z Ceské narodni fytocenologické databaze (CNFD), abych zjistila, jak
Casto se vyskytuje sledovany druh v ptitomnosti jinych zndmych druhti na lokalitdch. Bylo
sledovano 30 nejéastéji se vyskytujicich druht z databaze CNFD a viechny druhy z mych
fytocenologickych snimkii. Lokalita Zubii se ukézala jako podobng&jsi snimkiim z CNFD a
prvnich deset druhtl v tabulce se vyskytuje se sledovanym druhem hojné€ i v nasich plochach.
Prvnich deset nejcastéjSich druhd je v Tab. 4 s ¢ervené vyznacenymi hostiteli, které se nam
podatilo identifikovat. Cisla uvedena v tabulce jsou procentualni pomér zastoupeni vyskytu
ve fytocenologickych k poc¢tu snimkt z lokality a roku. Celkova tabulka v pfilohach
(Ptiloha 1).
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Obr.7: Ptehled 62 fytocenologickych snimki z Ceské nérodni fytocenologické databéze.
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Tab.4.: Prvnich 10 nejéast&jich druhd, které se vyskytuji s Pedicularis sylvatica. Cervené jsou vyznaeny zjisténi
hostitelé. Hodnoty jsou pomér vyskyty ve snimcich, ku po¢tu fytocenologickych snimkil v daném roce a na daném misté.

Zub¥i Zub¥i Zubri Zubfi  Ohrazeni Ohrazeni
; semenace dospélci semenace dospélci semenace dospélci
dru/snimek [podil] CNFD 2014 2014 2015 2015 2014 2014
Potentilla erecta 0,95 0,93 1,00 1,00 1,00 0,70 0,50
Nardus stricta 0,90 0,40 0,60 0,70 0,80 0,50 0,50
Carex panicea 0,85 1,00 1,00 1,00 1,00 0,60 0,70
Anthoxanthum
odoratum 0,79 1,00 0,90 1,00 1,00 1,00 0,90
Carex nigra 0,77 0,80 0,90 0,80 0,90 0,20 0,50
Festucarubra 0,77 0,80 0,80 0,40 0,80 0,10 0,40
Luzula campestris 0,74 0,60 0,40 0,40 0,40 0,00 0,00
Ranunculus acris 0,65 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,80
Briza media 0,61 0,60 0,80 0,50 0,60 0,30 0,40
Cirsium palustre 0,61 0,33 0,30 0,10 0,20 0,30 0,30

5.1.2 Preparace kofenovych sond

Ruc¢ni pfiprava anatomickych fezli a barveni floroglucinolem se ukazala jako

efektivni a rychld pro studium spojeni hostitele a zjisténi ptfitomnosti xylémového mustku,

vvvvvv

jelikoz je vétsi pravdépodobnost vyhnilosti anebo zmékéeni tkani. VSechny dostupné tfezy

osekvenovanych vzorkii naleznete v piilohach (Ptiloha 2 = rok 2014, Ptiloha 3 = rok 2015).
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5.1.3 Identifikace hostiteli molekularnimi metodami

Celkem bylo vypreparovano zlokality Zubii vobou letech 178 haustorii.
Osekvenovat hostitele se nam povedlo u 44 z nich, coz je 25% uspéSnost. V roce 2014 (usek
trnL) bylo celkem 69 vzorku, z nichZz se nam podatilo osekvenovat 22 hostiteli; to je 32%
uspésnost. V roce 2015 (marker ITS) to bylo 109 haustorii, z nichZ jsem zjistila 22 hostiteld,
coz je 20% uspesnost. Haustoria z lokality Ohrazeni (2014) byla vypreparovana, nafezédna
i obarvena. Pfi jejich zpracovani v laboratofi (isek trnL) se ale Zadny vzorek nepodatilo

amplifikovat.

V roce 2014 se mi podafilo osekvenovat 22 hostitelskych kotent z chloroplastového
useku trnL a nasledné urcit identitu hostitelti (Tab. 5). V této tabulce (Tab. 5) uvadime, zda
byl xylémovy miistek pfitomen (oznaceno jako ,,1%), tj. zda haustorium bylo funkéni. Pokud
xylémovy mustek nebyl pozorovan (,,0°), mize to znamenat chybny fez (fezy v ruce jsou
ptili§ tlusté a tak je mozné mustek minout), ¢i Ze v haustoriu nedoslo k interakci mezi
poloparazitem a danym druhem. Posledni moZnost je, Ze se fez haustoriem nepodatilo

provést (haustorium chybélo), nebo se jednalo o staré, zEasti vyhnilé haustorium (,,-).
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Tab.5: Tabulka druhii hostitelt zjisténych podle databize GenBank a nasi srovnavaci databize metodou trnL. Funk&nost

haustoria: 1 = xylémovy mustek byl pfitomen, 0 = xylémovy mistek nebyl pozorovan, - = fez nebyl proveden.

trnL 2014 GenBank databaze Vlastni srovnavaci databaze
Shoda Shoda Funkénost
ID vzorku Druh [%] Druh [%] haustoria
M2_1 Cirsium (vice druhu) 100,0  Cirsium palustre 100,0 1
Anthoxanthum Anthoxanthum
M2_2 odoratum 99,4 odoratum 99,1 1
M2_3 Galium uliginosum 100,0 Galium uliginosum 99,3 -
M3 1 Festuca rubra 99,8 Festuca ovina 100,0 -
M4 1 Briza media 100,0 Briza media 100,0 1
M4_6 Briza media 100,0 Briza media 100,0 1
M5_1 Pedicularis attollens 97,7 Pedicularis sylvatica 99,8 -
M5 3 Pedicularis attollens 98,0 Pedicularis sylvatica  100,0 -
M6_2 Achillea ptarmica 99,7 Achillea ptarmica 99,7 1
M7_1 Galium uliginosum 100,0 Galium uliginosum 97,8 1
M10 6 Prunella vulgaris 100,0  Prunella vulgaris 100,0 1
V3 1 Luzula campestris 100,0 Luzula campestris 100,0 1
V3 3 Stachys officinalis 100,0 Betonica officinalis 97,9 1
V3 5 Juncus effusus 100,0  Juncus effusus 99,3 1
V4 1 Nardus stricta 99,4 Nardus stricta 99,4 0
V5 1 Pedicularis attollens 97,6 Pedicularis sylvatica 99,6 0
Anthoxanthum Anthoxanthum
V5 2 odoratum 100,0 odoratum 99,8 0
V5_3 Festuca ovina 100,0 Festucaovina 99,0 -
V7_1 Pediculari sattollens 98,4 Pedicularis sylvatica  100,0 1
V9 1 Festuca ovina 100,0 Festucaovina 98,7 1
V10_1  Festuc apratensis 99,8 Festuca pratensis 99,8 -
V10 4  Pedicularis resupinata 99,0 Pedicularis sylvatica  100,0 1

V roce 2015 se podaiilo osekvenovat 22 vzorki hostitelskych kofent a to z Casti

ribozoméalni DNA ITS (Tab. 6.)
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Tab.6: Tabulka druhi hostiteltl zjisténych podle databaze GenBank a na$i srovnavaci databaze metodou ITS. Funkénost
haustoria: 1 = xylémovy mustek byl pfitomen, 0 = xylémovy mustek nebyl pozorovan, - = fez nebyl proveden.

ITS 2015 GenBank databaze Vlastni srovnavaci databaze .
Funkénost
ID vzorku Druh Shoda [%)] Druh Shoda [%] haustoria
M2_1 Nardus stricta 98,1 Nardus stricta 100,0 0
M2_2 Pedicularis sylvatica 97,8 Pedicularis sylvatica 100,0 0
M2_3 Nardus stricta 100,0 Nardus stricta 100,0 -
M3 2 Pedicularis sylvatica 80,0 Pedicularis sylvatica 80,9 0
M6_1 Festuca roemeri 98,3 Festuca ovina 99,8 1
M9 2 Festuca ovina 93,6 Festuca ovina 96,4 0
M10 5  Carex panicea 91,7 Carex panicea 90,7 -
V1 4 Pedicularis sylvatica 98,4 Pedicularis sylvatica 100,0 1
V3 9 Pedicularis sylvatica 98,3 Pedicularis sylvatica 99,8
Anthoxanthum Anthoxanthum
V4 8 odoratum 98,9 Odoratum 97,8 1
V5 2 Festuca rubra 96,0 Festuca rubra 95,0 0
V5 3 Festuca sp. 95,0 Festuca rubra 95,5 0
V5 6 Carex parviflora 94,3 Carex panicea 90,3 1
Anthoxanthum Anthoxanthum
V5 9 odoratum 86,3 odoratum 85,9 1
V6_2 Festuca roemeri 98,0 Festuca ovina 99,1 1
V6 _6 Holcus lanatus 99,0 Holcus lanatus 99,8 1
V7_9 Ranunculus acris 99,7 Ranunculus acris 99,8 0
V7_10 Ranunculus acris 100,0 Ranunculus acris 100,0 0
V7_11 Carex panicea 97,4 Carex panicea 95,2 0
Rannunculus Ranunculus
V8 2 variabilis 95,5 auricomus 96,4 1
V10_5 Carex panicea 91,9 Carex panicea 90,0 1
V10 7 Festuca rubra 98,1 Festucarubra 97,6 1

Sledovany druh Pedicularis sylvatica parazituje jak na dvoudéloznych rostlinach, tak

na skupiné ,,graminodi* kam fadime celedi Poace a Cyperaceae (Obr. 8).
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Obr.8: Ptehled hostitelti podle Cetnosti haustorii.

5.1.4 Autoparazitismus

Zajimavym zjiSténim byla 1 hojnd parazitce druhu sama na sob&. Autoparazitické
haustorium bylo pozorovano jiz ptimo pfi rozebirani kofenovych sond (Obr. 9). Podezieni na
autoparazitismus zalozené na vyrazném bélavém zbarveni kofend Pedicularis sylvatica jsem
zaznamenavala jiz pii rozebirani kofenovych sond. Tyto apriorni pfedpoklady se vétSinou
potvrdily po analyze osekvenovanych vzorkd (Tab. 7). Déle bylo zaznamenéano jesté Sest
vzorkll s podezfenim na autoparazitismus, tyto vzorky se bohuzel nepodafilo osekvenovat.
Z4dné jiné zdznamy nebyly provedeny (neexistuje situace o zdznamu podezieni na
autoparazita ktery se nepotvrdil). U téchto autohaustorii dochazi k zjevnému propojeni
cévnich svazkd (hostitel Pedicularis sylvatica — poloparazit P. sylvatica), jak doklada
zjisténi pfitomnosti xylémového mustku (Obr. 10).

Tab.7: Osekvenovanych vzorkid u nichz se vyskytl autoparazitismus (1 — podezieni jiz p¥i preparaci, 0 — nemé&la jsem
podezieni na autoparazitismus pii preparaci).

ID ID
vzorku 2014 vzorku 2015
M2_2 0 M5 1 0
M3_2 1 M5 3 1
V1 4 1 V5 1 1
V3 9 1 V7 1 1
V10 4 1
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Haustorium parazit — hostitel

Autoparazitické haustorium

Xylémovy mustek

Obr.10: Autoparazitické haustorium s pfitomnym xylémovym muistkem.
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5.2 Terénni experimenty a pozorovani

5.2.1 Testovani vlivu mechanické disturbance na uspésnost vysevu
Pedicularis sylvatica na lokalit¢ Zubii nevySel prikazny rozdil mezi uchycenim na

disturbovanych plochach a na plochach se zapojenym terénem prukazné (Obr. 11, p=0,12).

Naopak, na lokalité Ohrazeni se rozdil mezi sledovanymi plochami ukézal jako prikazny

(p=0,01). Na této lokalité je prukazné vic semenackl na disturbovanych plochach (Obr. 10).
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Obr.11: Rozdil v po¢tu uchycenych semenaci na parovych plochach: disturbovano vs. nedisturbovana kontrola.
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5.2.2 Korelace s biomasou

Na plochach bez Pedicularis sylvatica je prukazné (p=0,01) vic biomasy ostatnich
druhti nez na plochach s P. sylvatica (Obr. 12). Analyza rozdilu ve vegetaci mezi parovymi
plochami s P. sylvatica a bez né&j vysla neprikkazn¢ (pseudo - F=1,00; p=0,39) parcialni

RDA s kovariatami — Monte Carlo permutacni test — v blocich definovanych kovariadtami.
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Obr.12: Rozdil v nadzemni biomase mezi parovymi plochami s pfitomnosti Pedicularis sylvatica a bez n&j na lokalité

Zubfi.

5.2.3 Vliv Pedicularis sylvatica na rostlinné spoleéenstvo
Jednorazové vypleti Pedicularis sylvatica nezabranilo vyskytu druhu na vypletych
plochach v nasledujicim roce (Obr. 13). Vypleti dokonce ani nemélo prikazny vliv na

pokryvnost druhu (Tab. 7).

Tab.7: Piehled vysledkn testu pokryvnosti pro oba sledované roky.

DF model DF resid. F p
Rok 1 12 3,8015 0,0750
Vypleti 1 6 2,2204 0,1868
Rok x vypleti 1 12 0,2316 0,6390
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Obr. 13 shrnuje efekt vypleti v roce 2014 na pokryvnost P. sylvatica v roce 2015.
Testy jsou zalozené na linearnim modelu se smiSenymi efekty, kde identita parové plochy

vystupuje jako ndhodny faktor.
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Obr.13: Vliv pleti Pedicularis sylvatica na pokryvnost druhu. Vypleti bylo provedeno po monitoringu pokryvnosti v roce
2014.
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6 Diskuse

Odebirani kotfenovou sondou (d= 5 cm) se ukézalo jako dostatecné, piestoze se nékdy
vyskytl problém s odebirdnim v rdmci silné podmacené pliidy na lokalité. Problematické
odebirani spociva v tom, Ze pii velkém podmaceni se kotfenova sonda propadla dosti hluboko
a samotny odebirany vzorek se nechtél odpojit od podlozi. Proto bylo potieba zvétsit jamu

kolem a oddélit vzorek od podlozi ruéng, velmi opatrné€ aby nedoslo k jeho poskozeni.

Ruéni fezani anatomickych fezi haustorii a jejich barveni floroglucinolem se ukazalo
jako velmi efektivni metoda, ktera dokaze zachytit anatomii haustoria a dolozit funkénost
spojeni. Nevyhoda této metody je, ze preparat neni trvaly, coz jsem vyfeSila pomoci
fotografovani fezu ptes mikroskop. Oproti tomu fixovat pryskyfici cela haustoria a poté je

(Tesitel stni sdélenti).

V porovnani s diplomovou praci Prisova (2010), kterd vypreparovala 48 vzorki
vypreparovano 178 haustorii, z nichz se nam podatilo osekvenovat 44 vzorku, to je 25%
uspé&s$nost. VSechny vypreparované kotfeny byly pomérné malé a celé byly vyuzity na izolaci,
proto nebylo mozné izolaci zopakovat. To predstavuje urcité omezeni celé metody, protoze
pokud nevyizolujeme dostatecné mnozstvi DNA napoprvé, je vzorek nepouzitelny. Ani
pouziti metody semi-nested PCR bohuzel nedokazalo zvysit uspésnost. Stejné tak nezvysily
uspéSnost ani primery ITS (4i a 5i), vyvinuté primarné pro druh Eleocharis z ¢eledi
podatilo z 69 vzorkd uréit hostitele ve 22 pfipadech (32 %). To je dost paradoxni s ohledem
na to, ze vSechny vzorky zlokality Ohrazeni mi nevysly. Vzorky byly izolovany a
skladovany stejné jako vzorky ze Zubfi, ale zpracovani (PCR amplifikace) probihala vyrazné
pozdé&ji cca 0 3 — 4 mésice. Sice byly klasicky zamrazeny, ale je mozné, ze ve vzorcich
probihala degradace DNA nebo namnozeni sekundarnich metabolitii. Naproti tomu markery
ITS tak usp&sné nebyly, jelikoz ze 109 vzorkd se podatilo ur€it také jen 22 hostitelt (20%).
BohuzZel byly casté kontaminace jinymi druhy nebo houbami ¢i mySmi a to pravdépodobné
z divodu prfenosu malych mnozstvi DNA z pudy. Je zajimavé, Ze amplifikace a sekvenace
ITS zachytila jako pomérné hojné nékteré ,,graminoidy* (Carex pallescens, Festuca rubra),
jejichz sekvence se viibec neobjevily pii sekvenaci tseku trnL. Pro budouci praci bych

doporucila kombinaci vice usekil, coz by mohlo zvysit ispésnost identifikace hostiteltl.
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Vysledné sekvence byly porovnany s databazi GenBank, jez se neukdzala jako plné
spolehliva, jelikoz je to databdze mezindrodni a obsahuje mnoho druhtli, jez se u nas
nevyskytuji. Mnohem spolehlivéjsi je proto vytvofit si vlastni srovnavaci databazi z druht
vyskytujicich se na sledované lokalité. Je vhodné do této databaze zahrnout vSechny
nalezené¢ druhy, jelikoz v tomto vyzkumu se nepotvrdila preference pro urcitou skupinu
rostlin. Ze skupiny ,,graminoidi“ (Poace, Cyperaceae) jsem zjistila 9 hostitelskych druht;
oproti tomu ve skupin¢ dvoudéloznych rostlin jsem zaznamenala 8 druhd hostitela, z nichz
jeden je samotny poloparaziticky druh. Na rozdil od toho napiiklad Rhinathus minor hojné
napada a uspé$né parazituje traviny (Cameron et al. 2006, Riimer et al. 2007, Cameron a
Seel 2007). V pripad¢ Pedicularis sylvatica vysledky ukazuji na viceméné rovnomérné
rozlozeni parazitismu mezi skupinu ,,graminoidi“ a dvoudéloznych rostlin. Bao (2015)
ostatné také zaznamenal haustoriova napojeni druhu Pedicularis kansuensis na rizné

skupiny rostlin. Mimo Poaceae to byly i zejména ¢eledi Rosaceae a Fabaceae.

Dal$im zajimavym vyzkumem by bylo zjistit, zda u nékterych zjisténych druhii
dochazi k obranné reakci blokujici pfistup haustoria do cévnich svazki hostitele. To bylo
zkoumano naptiklad u Rhinanthus minor, jenz hojné napada Plantago lanceolata (Gibson
& Watkinson 1989), avSak neni schopen ho u¢inné parazitovat, jelikoz P. lanceolata blokuje
haustoriové napojeni (Cameron et al. 2006). To by mohl byt stejny ptipad, jako spojeni
Pedicularis sylvatica s osekvenovanym druhem Rannunculus acris; zde byly vSechny fezy
haustoria bez xylémového mistku, coz mize byt zplisobeno néjakou formou inhibice ze
strany hostitelského druhu. Pro kone¢né ovéfeni této teorie by bylo tfeba provést podrobné;jsi

kultivaéni pokus.

Celkem jsem osekvenovala jako autoparazitické haustorium devét vzorkd, z toho
sedm jsem uz pii preparovani samotnych haustorii oznalila jako pravdépodobné
autoparazitické haustorium. Tento jev je u poloparazitickych rostlin znam a to jak
U klonélnich jedinct, tak u nepiibuznych jedincl svého druhu (Prati et al. 1997). PrestozZe
u téchto vysledkl nikdy nelze plné vyloucit vliv kontaminace, apriorni odhad, Ze se jedna
0 autoparaziticka haustoria, se ve vétsin¢ ptipadl potvrzuje — jde skute¢né o autoparaziticka

haustoria.

Vysevovy pokus byl prikazny, coz znamend, ze vliv disturbovaného mista na
uchyceni semenaci je poméerné dilezity; to potvrzuje i studie (Demey 2015), v niz se uvadi,

Ze poloparazit samotny vytvaii ve spole¢enstvu mezery, které zvysuji uchyceni semenacu
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nékterych druhti. Mohou byt tedy velmi dualezité i k uchyceni poloparazita samotného. To
mize Souviset s tim, ze vétsina luénich druht jsou trvalky, zatimco poloparazitické rostliny
byvaji pfevazné jednoleté, ptipadné monokarpické jak tomu je u Pedicularis sylvatica. Podle
Svenssona et al. (2001) je mozné, Ze se z tohoto divodu dokonce nevyvinulo $ifeni semen
ajen tak vypadavaji v blizkosti matefské rostliny. To mlize mit tfi divody: 1) rostlina je
schopna vnimat, ze jeji napojeni na hostitele je natolik kvalitni, Ze dokézala vytvofit semena;
tudiz je dost pravdépodobné, Ze kdyz se jeji semenaCe napoji na stejného hostitele, opét
budou stejn¢ uspésni (Svensson et al. 2001). Za druhé odumielda matefska rostlina muize
vytvofit pfihodnou mezeru v porostu k uchyceni semenace — mikrostanovisté vhodnéjsi pro
kli¢eni (Demey et al. 2014a). Tteti divod mize byt, ze opad z odumirajici matetské rostliny
je velmi bohaty na ziviny, hlavné na dusik (Demey 2013a, Demey et al. 2014b). To, ze je
disturbance vhodnd pro uchyceni semenact, muze potvrdit 1 casty vyskyt jedinct

P. sylvatica na disturbovanych mistech podél cest (vlastni pozorovani).

Poloparazitické rostliny mohou byt povazovany za takzvané zakladni druhy
(keystone species), které ovliviiuji celé spolecenstvo, i opylovace a herbivory (Press
& Phoenix 2005). To se v této studii nepotvrdilo, jelikoz se plocha s Pedicularis silvatica
a plocha bez poloparazita prikazné neliSila v druhovém slozeni. Naproti tomu Mudrak &
Leps (2010) pozorovali narust abundance parazitovanych druhi po vypleti R. minor, coz

interpretovali tak, ze tyto druhy byly v pfitomnosti R. minor potlac¢ené.

Zasadni roli zfejm¢ hraje mnozstvi haustorii a zptsob napojeni na hostitele a druh
hostitele, coz limituje schopnost pfijimat ziviny. Tyto faktory maji nasledn¢ zasadni vliv na

rast poloparazitickych rostlin (Cameron et al. 2006).

Experimentalni zdsah v podobé jednorazového vypleti se neukéazal jako vhodny
pfistup pro studium interakci Pedicularis sylvatica a hostitelské vegetace. Ve sledovanych
plochach, kde mél byt dany druh odstranén, se jedinci nasledujici rok piesto objevili
a vypleti dokonce ani nemélo prikazny vliv na jejich pokryvnost. Pravdépodobnou pii¢inou
narustu P. sylvatica v odstranénych plochach je piehlédnuty né&jaky velmi maly semenacek
anasledné nebyla dostate¢na konkurence dalSich poloparazitd, a tudiz sledovany jedinec

vzrostl.

Kofteny poloparazitickych rostlin maji velky vliv na rostlinné spolecenstvo, ktery se
projevuje velkymi rozdily jak mezi hostitelskymi druhy, tak i v ramci funkénich skupin. To

je pravdépodobné 1 ditvod, pro¢ se poloparazitickym rostlindm tika ,,ekosystémovi inzenyti‘
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(Leps & Tésitel 2015). Pedicularis sylvatica je striktné dvoulety, coz zptsobuje oscilaci
mnozstvi rostlin na plose. Tento faktor mohl mit vliv na pokus pleti sledovaného druhu,
jelikoz pokus byl zakladan v roce s nizsi abundanci kvetouci kohorty a tudiz bylo jednodussi
prehlédnout pozdéji klicici semenacky, jichz bylo vétsi mnozstvi. Podle Jensen (2004) ma
druh Pedicularis palustris az pétiletou dormanci semen. I tento fakt by mohl mit vliv na
vysledky pokusu s vypletim druhu P. sylvatica, pokud ma i tento druh podobné dlouhou

dormanci semen.

V odstranénych plochach se vyskytuje méné druht, coZ upravuje konkurenéni
rovnovahu (Bao 2015). Bylo pozorovano, ze hodnoty nadzemni biomasy se snizovaly po
oseti Rinathus minor a pfitom celkova biomasa se zahrnutym R. minor nebyla ovlivnéna
(Westbury et al. 2006). Ovsem podle Demey (2013b) nemélo pleti vyznamny vliv na plochy
s Pedicularis sylvatica na narist biomasy na sledovanych plochach. Demey et al. (2014a)
tvrdi, ze po vypleti Pedicularis sylvatica se zvysila pouze skupina Juncaceae jako jedina ze

skupiny ,,graminoidii®’, ale vliv se li§i v ramci formalnich skupin.
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7 Zaver

Celkem se podafilo identifikovat 18 druhd hostitelit v celkem 44 vzorcich. Metoda
rucni piipravy anatomickych fezl S naslednym barvenim floroglucinolem se ukézala jako
efektivni pro studium anatomie haustorii a identifikaci funk¢nosti spojeni cévnich svazku.
Dale se prokazalo, ze disturbovany povrch mé pozitivni vliv na uchyceni a vykliceni
semenact druhu Pedicularis sylvatica. Rozdil v mnozstvi biomasy z ploch s P. sylvatica a
Z plochy bez n¢j se ukazal, jako pritkazny, coz mohlo byt ovlivnéno neodebranim samotného
P. sylvatica. SloZeni spoleCenstva na obou sledovanych plochach podle vysledki nebylo
ovlivnéno piitomnostni poloparazitického druhu. Pokus s vypletim sledované¢ho druhu se
ukazal jako neuspésny. Bylo by potieba P. sylvatica castéji plit. Doporucovala bych
s vyzkumem pokracovat k vétsi determinaci hostitelského spektra, popiipadé vytvofit
sklenikovy pokus sdruhem Rannunculus acris, ktery se mi podafilo osekvenovat jako
hostitele, ale nebylo potvrzeno spojeni s poloparazittm — Vv fezu haustorii nebyl nalezen

xylémovy mustek.
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9 P¥ilohy

Priloha 1:Porovnani vyskytu druhii z mych fytocenologickych snimkti s Ceskou narodni fytocenologickou databézi. Zajimavé je, Ze na
sledovanych lokalitach se nenasly druhy Achillea ptarmica a Festuca praitensis. Cervené vyznacené druhy jsou zjisténi parazité na lokalitd
Zubii. Hodnoty uvedené v tabulce je podil vyskytu sledovaného druhu ku poctu ploch na lokalité¢ v daném roce; u ¢eské narodni fytocenologické
databaze je to ku po¢tu vSech snimki s Pedicularis sylvatica (62).

Zubfi Zubri Zubfi Zubri Ohrazeni Ohrazeni
; semenace dospélci semenace dospélci semenace dospélci

dru/snimek [%] CNFD 2014 2014 2015 2015 2014 2014

Potentilla erecta 0,95 0,93 1,00 1,00 1,00 0,70 0,50
Nardus striga 0,90 0,40 0,60 0,70 0,80 0,50 0,50
Carex panicea 0,85 1,00 1,00 1,00 1,00 0,60 0,70
Anthoxanthum odoratum 0,79 1,00 0,90 1,00 1,00 1,00 0,90
Carex nigra 0,77 0,80 0,90 0,80 0,90 0,20 0,50
Festuca rubra 0,77 0,80 0,80 0,40 0,80 0,10 0,40
Luzula campestris 0,74 0,60 0,40 0,40 0,40 0,00 0,00
Ranunculus acris 0,65 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,80
Briza media 0,61 0,60 0,80 0,50 0,60 0,30 0,40
Cirsium palustre 0,61 0,33 0,30 0,10 0,20 0,30 0,30
Carex echinata 0,56 0,13 0,40 0,10 0,60 0,50 0,20
Holcus lanatus 0,53 0,67 0,30 0,50 0,70 1,00 0,90
Succisa pratensis 0,50 0,07 0,10 0,10 0,00 0,10 0,20
Carex pallescens 0,48 0,00 0,00 0,30 0,20 0,50 0,60
Agrostis canina 0,47 0,33 0,80 0,20 0,90 0,50 0,20
Carex pilulifera 0,47 0,40 0,00 0,60 0,10 0,20 0,10
Plantago lanceolata 0,47 0,07 0,10 0,10 0,00 0,10 0,10
Rumex acetosa 0,47 0,20 0,20 0,50 0,20 0,10 0,00
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ZubFi Zubfri Zub¥i Zubri Ohrazeni Ohrazeni
semenace dospélci semenace dospélci semenace dospélci

dru/snimek [%] CNFD 2014 2014 2015 2015 2014 2014

Lychnis flos-cuculi 0,45 0,27 0,20 0,00 0,00 0,30 0,30
Viola palustris 0,45 0,07 0,10 0,00 0,00 0,10 0,00
Myosotis palustris 0,42 0,27 0,20 0,00 0,40 0,20 0,30
Prunella vulgaris 0,42 0,67 0,40 0,60 0,60 0,30 0,30
Deschampsia cespitosa 0,42 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Eriophorum angustifolium 0,37 0,27 0,20 0,70 0,30 0,00 0,00
Galium uliginosum 0,37 0,73 0,60 0,30 0,80 0,50 0,70
Sanguisorba officinalis 0,37 0,40 0,30 0,30 0,20 0,00 0,00
Achillea millefolium 0,35 0,07 0,00 0,10 0,10 0,10 0,00
Danthonia decumbens 0,35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,10
Valeriana dioica 0,35 0,00 0,00 0,00 0,30 0,00 0,00
Polygala vulgaris 0,35 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00
Achillea ptarmica 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,30 0,30
Ajuga reptans 0,00 0,07 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00
Angelica sylvestris 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10
Anemone nemorosa 0,00 0,47 0,40 0,60 0,30 0,00 0,00
Angelica sylvestris 0,00 0,13 0,20 0,00 0,00 0,00 0,00
Betonica officinalis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 0,10
Betula sp. (pendula) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 0,20
Calluna vulgaris 0,00 0,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cardamine pratensis 0,00 0,20 0,10 0,10 0,30 0,00 0,00
Carex ovalis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00
Carex flava 0,00 0,07 0,20 0,00 0,10 0,00 0,00
Carex hartmanii 0,00 0,27 0,70 0,60 0,30 0,00 0,00
Carex pulicaris 0,00 0,27 0,50 0,60 0,40 0,00 0,00
Crepis paludosa 0,00 0,07 0,00 0,10 0,10 0,00 0,00
Dactylorhiza majalis 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00
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Zubfi

semenace dospélci

Zubfi

Zubfi

Zubfi

Ohrazeni

Ohrazeni

semenace dospélci semenace dospélci

dru/snimek [%)] CNFD 2014 2014 2015 2015 2014 2014

Epilobium palustre 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00
Equisetum sylvaticum 0,00 0,13 0,00 0,20 0,00 0,00 0,00
Equisetum arvense 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00
Festuca ovina 0,00 0,87 0,60 1,00 0,90 0,10 0,40
Galium palustre 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 0,40 0,00
Hypericum maculatum 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Juncus effusus 0,00 0,07 0,20 0,00 0,20 0,70 0,10
Lathyrus pratensis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,80 0,70
Luzula multiflora 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,40 0,60
Lysimachia vulgaris 0,00 0,33 0,10 0,00 0,20 0,70 0,50
Molinia arundinacea 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,90 0,80
Mentha sp. 0,00 0,07 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00
Poa sp. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Ranunculus auricomus 0,00 0,60 0,60 0,40 0,70 0,10 0,00
Ranunculus flammula 0,00 0,13 0,00 0,00 0,00 0,30 0,20
Rhinanthus minor 0,00 0,07 0,00 0,10 0,30 0,00 0,00
Salix aurita 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,20
Scirpus sylvaticus 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,40 0,40
Scutellaria galericulata 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Selinum carvifolia 0,00 0,13 0,40 0,00 0,00 0,10 0,30
Veronica officinalis 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00
Vicia cracca 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,20
Viola canina 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00
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Piiloha 2: Rezy vzorkii z roku 2014 barveny floroglucinolem. Pro dva vzorky bohuzel nemohu dolozit fotografie vinou §patného stavu haustorii.

o p e

Rez s Galium uliginosum (M2_3). Rez s Briza media (M4_1).

Rez s Prunella vulgaris (M10_6). Rez s Luzula campestris (V3_1). Rez s Betonica officinalis (V3_3). Rez s Juncus effesus (V3_5).
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—__50opm 200 pm

Rez s Pedicularis sylvatica (V5 _1). Rez s Antoxanthum odoratum (V5_2).

&

200 pm

Rez s Pedicularis sylvatica (V7 _1). Rez s Festuca ovina (V9_1). Rez s Festuca pratensis (V10 _1). Rez s Pedicularis sylvatica (V10_4).
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Piiloha 3: Rezy vzorkii z roku 2015 barveny floroglucinolem. Pro tfi vzorky bohuzel nemohu dolozit fotografie vinou $patného stavu haustorii.

N A
",;"?'=

N

Rez s Festuca rubra (V5_3). Rez s Carex panicea (V5_6). Rez s Antoxanthum odoratum (V5_9). Rez s Festuca ovina (V6_2).
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Rez s Ranunculus auricomus (V8 2). Rez s Carex panicea (V10 _5). Rez s Festuca rubra (V10 7).
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