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Anotace

Mycorrhizal ecology of four Epipactis species (E. albensis, E. atrorubens, E. helleborine, E.
purpurata) was studied. Habitat preferences of adult plants were analyzed using
phytosociological relevés from the Czech Phytosociological Database. A field experiment was
carried out to determine course of germination of Epipactis seeds sown in different habitat
types. Roots of adult plants were examined for the fungal colonization rate and fungus-
specific morphological features. Decline in seed viability during storage was observed.
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Uvod

1. Uvobp

Souziti hub a kofent vy33ich rostlin, neboli mykorhizni symbioéza, je v ramci rostlinné fise
znaéné roz8ifené. Vznik této symbiozy se datuje pravdépodobné do obdobi ordoviku pfed cca
460 miliony let (Redecker et al. 2000) a i€astni se ji az 90% vSech vyi8ich rostlin a zéastupci ti
oddéleni hub (Glomeromycota, Ascomycota, Basidiomycota; Sellose & Le Tacon 1998).
Obecné je toto souZiti povazovano za mutualistické. Mutualismus hub a rostlin je asto mozné
definovat jako vzajemn& rovnovainy parasitismus pfinaSejici prosp&ch ob&ma partnertim
(Bidartondo 2005). ZjednoduSeng feceno, v mykorhizni symbiéze poskytuje rostlina houbs
asimilaty a houba na oplatku rostling vodu a mineralni latky (Smith & Read 1997). Tento
model vyZivy mykorhiznich symbi¢z viak plati pouze velmi obecng; pfi zméné podminek
prosttedi miZe dochazet k naruSeni mutualistické rovnovdhy mezi partnery. Déle existuj
specialni typy symbioz, u kterych je zfejmé, Ze se jedna o symbidzy parazitické, vzhledem
k iplné heterotrofii rostlinnych symbiontd & jejich pfechodné heterotrofii bshem
ontogenetického vyvoje.

Zcela nezelenych rostlin, které neparazituji ptimo na kofenech jinych autotrofnich
rostlin, roste na Zemi vice nez 400 druhd (Leake 1994). Tyto rostliny byly dfive nespravné
povazovany za saprofyty — tedy organismy Zivici se rozkladem humusu a organického opadu
(napf. Kincl & Faustus 1977). Pozdgji byly v kofenech ,saprofyti™ objeveny mykorhizni
struktury (Reissek 1847, Wahrlich 1886) a pomoci radioaktivnich izotopt se prokazalo, Ze
rostliny ziskavaji Ziviny od houby (napf. Bjérkman 1960, Smith 1967). Tento zpisob vyZivy
byl pojmenovan mykoheterotrofie, pfip. mykotrofie (Dressler 1981, Leake 1994). Prvni
studii, ktera nazna€ila, Ze trofické vztahy t€chto druhii mohou byt daleko sloZitgjsi, proved]
Bjorkman (1960) na Monotropa hypopitys. Pomoci znaéenych izotopii prokazal, ze houba,
ktera tvofi endotrofni mykorhizu v kofenech této rostliny, tvofi zaroveii ektotrofni mykorhizu
na kofenech blizko rostouciho smrku a zprostiedkoviva pienos asimilatii smrku do kofent
mykotrofa. Pro tento nepfimy parazitismus poprvé pouZil termin epiparazitismus.

Epiparazitismus mykoheterotrofnich rostlin je (obvykle) definovan jako trojstranné
souzZiti mezi parazitickym organismem, zprosttedkujicim mykobiontem a finalnim
autotrofnim hostitelem (Bidartondo 2005). Diky soudasnému rozvoji molekularnich metod se
(v poslednich letech) tento specidlni typ vyZivy postupn& rozpoznava u stale Sirsiho spektra
mykotrofnich rostlin. PfestoZe tento fenomén vznikl n&kolikrat nezdvisle na sob& napfi¢
rostlinnou fi3i, vSechny epiparazitické rostliny spojuje t8sna zavislost na uréité skuping druht
hub z jednoho, & vice blizce pHbuznych rodi. Uzka specializace na hostitelskou houbu
pravdépodobné umoziiuje heterotrofni rostling lepsi pfizplisobeni fyziologii houby, coZ
zfejmé zefektiviiuje pfenos latek (Bruns, Bidartondo & Taylor 2002). Parazitované houby se
zaroveil Ufastni mutualistickych  ektomykorhiznich nebo  vesikulo-arbuskularnich
mykorhiznich symbioz, které jsou naopak vétSinou povazovany za velmi malo specificks ve
vztahu k houbovému symbiontu (Smith & Read 1997).
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Epiparazitické rostliny tak miizeme rozdélit na ty, které vyuzivaji vesikulo-arbuskulami
(VAM) nebo ektomykorhizni houby (EM).

1.1 Epiparazitické rostliny specializované na VAM houby

VétSina nezelenych mykotrofnich rostlin  tvoffi mykorhizu se zastupci  oddéleni
s VAM houbami dominantnim typem mykorhiz (Smith & Read 1997). Tyto rostliny se fadi
pfedev§im do celedi Burmanniaceae (pfes 80 druhil), Triuridaceae (pfes 50 druhd),
Gentianaceae (pies 20 druht) a Corsiaceae (pies 20 druhil) (Leake 2004). Endosymbiotické
struktury vykazuji velké strukturalni pfizpiisobeni (v porovnani s b&znou VAM) a &asto velmi
slozité uspofadani, které umoziiuje maximalni vyuZiti mykobionta (napf. Imhof 1997, Imhof
1999, Imhof 2003, Dominguez & Sersic 2004).

Dosavadni molekularni determinace houbovych symbiont nékolika nezelenych druhii z
téchto celedi vzdy odhalily uzkou specializaci rostlin na rozdilné zastupce rodu Glomus
(Glomeraceae, Glomus skupina A). U sesterskych druhii nebyl zaznamenan zadny piekryv
symbiontfi ani na lokalitach, kde rostly sympatricky. Uzka specializace neni proto zaloena
jen na lokalni nedostupnosti vhodného mykobionta. Mykobionti z kofent byli detekovani i
v kofenech okolnich fotosyntetickych bylin i dfevin (Bidartondo er a/. 2002, Yamato 2001).

Ackoliv v téchto studiich nebylo provedeno izotopové potvrzeni pienosu asimilatil
z okolnich zelenych hostiteli do kofenii mykoheterotrofa, je toto uspofadani vysoce
pravdépodobné. VAM houby jsou totiz obligatni biotrofové, neschopni rozkladu organického
materialu v ptdg, a tudiz zcela zavisli na pfijmu uhlovodiki od sveého fotosyntetického
partnera (Smith & Read 1997).

1.2 Epiparazitické rostliny specializované na EM houby

1.2.1 Jatrovky

Agkoliv jatrovky nemaji kofeny, u mnohych z nich byly v rhizoidech nalezeny mykorhizni
struktury, jejichZ fyziologicky vyznam zatim nebyl ve vétsiné ptipadd vyjasnén (napf. Read er
al, 2000). VSechny bazalni skupiny jatrovek se poji se zastupci Glomeromycota, U
odvozeng§ich skupin doslo ke ztrat® symbionta, zfejmé v disledku piechodu z terestrického
zpiisobu Zivota na epifyticky. V nékterych piipadech doslo k opétovnému nékolikanisobnému
vzniku symbidzy u druhl rostoucich terestricky na humusu & hnijicim dfevé, tentokréat se
viak vytvofily mykorhizni vztahy se zastupci skupin Basidiomycota a Ascomycota (Kottke &
Nebel 2005). Ve skupiné Aneuraceae (fad Metzgeriales), jedné z Geledi lupenitych jatrovek,
se vyvinulo spojeni s houbami fadu Tulasnellales (Homobasidiomycetes), do kterého se fadi
pifevamé saprotrofni (mj. b&Zni symbionti orchideji), ale i ektomykorhizni zastupci. U
jediného nezeleného zastupce této Celedi, druhu Cryprothallus mirabilis se experimentalng
prokazala epiparazitickd zavislost na druzich Betula pendula a Pinus pinaster pies sdilené
hyfy zastupce rodu Tulasnella (Bidartondo et al. 2003).
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1.2.2 Monotropoideae

Nezelenf zastupci podceledi Monotropoideae (Celed Ericaceae), tvoii zvla§ini typ
ektendomykorhizni symbiozy, tzv. monotropoidni mykorhizu. Houby vytvafeji kolem kofene
rostliny vnéjsi bal, ale zaroven pronikaji 1 do vnitfniho prostiedi buriky pomoci zviadtnich
kolickovitych utvarli. Monotropoidni rostliny jsou véazané na temperaini lesy sevemi
polokoule, kde rostou v t€&sném spojeni s kofeny stromil, kolem kterych vytvafeji vlasini husty
korfenovy bal (Smith & Read 1997, Leake 1994).

Podéeled’ Monotropoideae je nejlépe prozkoumanou skupinou epiparazitickych rostlin.
Viechny monotropoidni druhy se poji sriznymi zéastupci Sesti skupin obligitng
ektomykorhiznich Basidiomycota (z rodd Rhizopogon, Tricholoma, Gauteria, Hydnellum a
eledi Russulaceae a Thelephoraceae; Bidartondo & Bruns 2001, 2002, 2005, Yokoyama,
Fukuda & Tsukaya 2005). Detailni fylogenetické studie vét§iny zastupci podéeledi a jejich
mykobiontd ukazuji na velmi t€snou koevoluci partnerii. Mira specifity t&chto druhii se zda
byt korelovana s velikosti geografického areilu jednotlivych druhii; u druhtt s men$im
aredlem bylo nalezeno méné druht hub nez u druhii s velkym arealem (Bidartondo & Bruns
2001). Velmi zajimavé je skuteénost, Ze v jednotlivych ¢astech aredlu jsou rostliny velmi tzce
pfizptisobeny svému mykorhiznimu partnerovi. Semena rostlin, které se lokalng poji s
uréitym mykobiontem, kli¢i lépe s mykobiontem své matefské rostliny, neZ s mykobionty
rostlin z jinych &asti aredlu, prestoZe se pofad jednd o tentyZ druh rostliny (Bidartondo &
Bruns 2005). AZ neobvykla mira koevoluce hub a rostlin byla pozorovana u sesterskych
druhti Sarcodes sanguinea a Pterospora andromedea, které se vyluéné poji kazdy jen se
dvéma druhy hub rodu Rhizopogon, které jsou si navzajem také nejbliz§imi piibuznymi.
Navzdory €astému sympatrickému vyskytu rostlin i jejich mykorhiznich hub se mykobionti
dospélych rostlin nepfekryvaji (Bidartondo & Bruns 2001, 2002). Jina situace je u kli¢icich
semen, kde in vitro vysévaci experimenty ukdzaly, Ze oba druhy kli¢i se viemi druhy hub
nalezenych u obou dospélych rostlin, jiné EM Basidiomycota v3ak kligici reakci nevyvolaly.
Je tedy pravdépodobné, Ze chemicky signal blizce pfibuznych mykobiontii je velmi podobny a
nespecificky spousti kliceni (Bruns & Read 2000).

1.2.3 Orchidaceae

Celed” Orchidaceae je druhové velmi bohatd a ekonomicky vyznamna, zarovel vSak silné
ohroZena skupina rostlin. Komeréni a ochranafské snahy o pé&stovani orchideji proto vedly
k Sirokému zdjmu védecké 1 laické veifgjnosti o vyzkum jejich mykorhizy. Orchideoidni
mykorhiza, charakteristickd pouze pro tuto ¢eled’, je zvlasinim typem endotrofni mykorhizy.
Hyfy hub tvofi v builkdch kofene charakteristickd klubicka, tzv. pelotony. Pfes dlouholety
vyzkum v3ak piesna definice vztahu mezi orchideji a houbou zistava stile nerozieSenym
problémem. Dosud se totiz nepodafilo prokazat pienos asimilat z kofene fotosyntetizujici
rostliny do houby, a nalézt tak odpovéd’ na otazku, zda ma mykorhizni houba ze souZiti vibec
n&jaky prospéch. Jisté vsak je, Ze ackoliv je vétiina orchideji v dospélosti autotrofni a nejspi§
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nezavisla na piijmu uhlikatych latek od hub (Alexander & Hadley 1985), ranné stadium
vyvoje, tzv. protokorm, je heterotrofni s minimalnim mnoZstvim vlastnich zasobnich latek a
zcela odkazané na vyZzivu mykotrofii (napt. Hadley 1984, Alexander & Hadley 1985).

Myvkobionti zelenych orchideiji luénich a jinvch otevienvch stanovist

BéZnymi mykorhiznimi partnery zelenych orchideji otevienych stanovist’ jsou Basidiomycota
ze sloZitého polyfyletického komplexu hub oznafovaného jako Rhizoctonia agg., jehoz
zastupci jsou obecné povaZovani za saprotrofy ¢i parazity rostlin (Rasmussen 2002). Skupina
zahrnuje vzdalené pfibuzné skupiny Ceratobasidiales, Sebacinaceae a Tulasnellales, pti¢emz
nékteré houbove linie maji schopnost tvofit i ektomykorhizy (Taylor ef al. 2003). Pokusy o
definici vztahu mezi zelenou orchidejf a houbou zaloZené na kultivaci hub a morfologické
determinaci mykobiontl vétSinou vedly k zavéru, Ze tento vztah je velmi mélo druhové
specificky; mykobionti jednoho druhu &asto patfili k n&kolika riiznym skupindm komplexu
Rhizoctonia agg. (napt. Currah, Smreciu & Hambleton 1990, Zelmer, Cuthbertson & Currah
1996). Tyto vysledky v3ak mohou byt zkresleny obtiZemi s urlenim hub, nebot’ houby
komplexu Rhizoctonia agg. malokdy tvofi pohlavni struktury, coZ stdZuje determinaci, a také
tim, Ze z vysledkd kultivaci vétSinou nebylo mozné rozlidit, zda nalezena houba je mykorhizni
¢i nikoliv (Taylor et al. 2002).

Naopak studie provedené na australskych orchidejich, kde byly kultivovany pouze
houby z jednotlivych pelotonii (napf. Warcup 1981), ukazaly vyraznou druhovou specifitu —
nékteré druhy orchideji se napfi¢ svym arealem pojily s jedinym druhem ¢ rodem hub a jen
malo druhi tvofilo mykorhizu s vice rody rhizoktonii. Navic blizce piibuzné druhy orchideji
Casto tvofily mykorhizy s jedinym druhem & rodem hub. K podobnym zavérim o velké
vyhranénosti k houbovému partneru z komplexu Rhizoctonia agg. dospéli i autofi studie o
trech severoamerickych zelenych orchideji, tentokrat viak zaloZené na presnych
molekularnich metodach (McCormick, Whigham & O’Neill 2004).

Mvkobionti zelenvch a nezelenvch orchideji lesnich stanoviit

Specificky fenomén v obecném nahledu na orchideoidni mykorhizu pfedstavuji jak nezelené
orchideje neschopné autotrofni vyzivy, tak i zelené orchideje rostouci ve velmi stinném
lesnim prostfedi (hlavné zastupci tribu Neottieae), kde vynos fotosyntézy maze pokryt plné
fyziologické potieby rostlin jen ¢asteéné (napf. Bidartondo ef al. 2004, Selosse ef al. 2004).
Tyto orchideje netvofi mykorhizy se saprofytickymi Rhizoctonia, ale s ektomykorhiznimi
houbami, kieré diky skute¢nosti, Ze findlnim hostitelem je dlouhovéky strom, nejspis
predstavuji stabilngjsi zdroj Zivin ve srovnani se saprofytickymi houbami (Rasmussen 2002).
A pravé schopnost zastupcid tribu Neottieae vyuzivat EM houby a okolni autotrofni
stromy je prvnim a zatim jedinym pfikladem epiparazitismu autotrofnich rostlin. Tyto druhy
ziskavaji uhlikate latky jak autotrofn& z fotosyntézy, tak i heterotrofnim zptisobem od houby.
Uvedeny zptisob vyZzivy demonstrovany u téchto orchideji pomoci stabilnich izotopt uhliku a
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vymény CO, se nazyva mixotrofie (Gebauer & Meyer 2003, Bidartondo et al. 2004, Julou et
al. 2005, Girlanda et al. 2006).

U tribu Neottieae, zahrnujiciho rody jako napi. Epipactis, Cephalanthera <&i
Limodorum, ale také nezelené druhy Neottia nidus-avis, americkou Cephalanthera austinae a
tropické druhy rodu Aphyliorchis (Dressler 1981), se povaZzuje spojeni s EM houbami za
ancestralni jev. Epiparasitismus zfgimé umoznil pfedkim tribu Neotticae osidlit temné
biotopy (Selosse et al. 2004) a pfedurcil je k opakovanému vzniku uiplné mykoheterotrofie.
Kromé& primarné nezelenych druhti se totiz miZeme v piirodé pomémé casto setkat s
albinotickymi jedinci normalné zelenych druht (Prochazka 1980, Salmia 1986).

V soucasné dobé je diky rozvoji molekularnich metod specifita nékolika malo
nezelenych druhiéi velmi dobie prozkoumédna a vysledky jsou velice zajimavé. VSechny
zkoumané druhy nezelenych orchideji se poji s velmi uzkym spektrem fylogeneticky blizce
ptibuznych hub. Podobné jako u podceledi Monotropoideae se mykobionti dospélych rostlin
sympatricky rostoucich blizce pfibuznych druhi nepiekryvaji (Taylor & Bruns 1999).
Mykobionty jsou bud’ ektomykorhizni Basidiomycota hlavné z ¢eledi Russulaceae (symbionti
napt. u Corallorhiza maculata, C. mertesiana; Taylor & Bruns 1997, 1999, Taylor, Bruns &
Hodges 2004) a Thelephoraceae (napt. u Corallorhiza trifida, Cephalanthera austinae; Taylor
& Bruns 1997, McKendrick er al. 2000), ¢ ektomykorhizni houby rodu Sebacina (Neottia
nidus-avis a nékteré druhy rodu Hexalectris; Taylor et al. 2003, Selosse ef al. 2002), které
jsou ale jen vzdalen& pfibuzné druhtim ze skupiny Rhizoctonia agg. (Weiss et al. 2004). Na
jemnéjsi nuance ve specifité a preferenci k riznym druhtim hub z jednoho rodu miize mit
potom vliv hned nékolik faktor(i: jednak sloZeni spolefenstva stromt na lokalit®, nadmofska
vySka a geograficka vzdalenost lokalit (Selosse er al. 2004, Taylor & Bruns 1999) ale také
genotyp jednotlivych rostlin (Taylor, Bruns & Hodges 2004).

Co se ty¢e mixotrofnich epiparazickych orchideji, dosud byly detailn& prostudovény
pouze tii druhy z tribu Neottieae (Selosse et al. 2004, Julou et al. 2005, Girlanda et al. 2006),
u ostatnich druhti byly publikovany zatim spiSe jen néznaky toho, se kterymi mykobionty se
orchideje poji (Bidartondo et al. 2004). Nicméné jiZ ted je zfejmé, Ze zeleni zéastupci tribu
Neottieae se poji se $irSsim spektrem EM hub, neZ jejich zcela heterotrofni protéjsky ze
stejného tribu. Limodorum spp., které se diky nedostatecnosti své fotosyntézy vice piiblizuje
zplisobu vyZzivy mykoheterotrofii, zavisi pfevazné na tfech sesterskych druzich rodu Russula
(Girlanda er al. 2006). Naopak fotosynteticky aktivngjsi orchideje tribu se poji se Sir§im
spektrem mykobiontd, pii¢emz v mykorhize jsou zahmuty i Ascomycota, coZ je zcela
necekany a novy aspekt orchideoidni mykorhizy. Cephalanthera damasonium se poji se tfemi
skupinami hub — s EM Basidiomycota z ¢eledi Thelephoraceae a Cortinariaceae, s EM
Ascomycota z fadli Pezizales a Helotiales, ¢i stmavymi sterilnimi mycelii (dark septate
endophyte, DSE) a jinymi endofyty, jejichZ vyznam pro rostlinu neni jasny (Bidartondo et al.
2004, Julou et al. 2005). Epipactis microphylla vykazuje silné preference k obligatng
ektomykorhiznimu druhu 7uber spp. (Pezizales, Ascomycota), ale z kofenil byly vyizolovéni i
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zastupei Celedi Russulaceae ¢i Sebacinaceae, vyskytujici se asto spoleéné na jedné rostling
(Selosse et al. 2004). Podobny trend preference k vieckovytrusnym houbdm se ukazuje i u
ostatnich zastupch rodu Epipactis, napf. k. distans obsahoval EM Ascomycota zrodu
bylo nalezeno u E. atrorubens, a to Tuber, Wilcoxina, basidiomyceta /nocybe, thizoktoniové
linie i DSE (Bidartondo et al. 2004),

MnozZstvi uhlikatych latek ziskanych od houby bylo u Cephalanthera damasonium
odhadnuto na 30 — 85% (Gebauer & Meyer 2003, Bidartondo et al. 2004, Julou et al. 2005).
Siroké rozmezi hodnot vypovid4 o silném vlivu prostfedi na relativni pfispévek autotrofie a
heterotrofie k celkovému metabolismu uhliku u mixotrofii, a mozna miize asteénd vysvétlit i
ruzne vysledky v mife specifity k mykobiontiim (Girlanda er al. 2006).

Na tribu Neottieae lze také dobie demonstrovat pravdépodobné postupné evoluéni
kroky nutné pro vznik uplné mykoheterotrofie. Jsou to (i) posun od saprofytickych
mykobionti k EM houbam pfedstavujicim stabilngj§i zdroj energie a umoZiiujicim mixotrofii
orchideji, (ii) specializace na uzké spektrum hostitelti a (iii) plna ztrata zeleného barviva
spojena s pfechodem na plné heterotrofni vyZivu (Julou ef al. 2005).

Mykobionti kli¢icich semen orchideji

Symbioticke in vifro kultivace semen autotrofnich i heterotrofnich orchideji, pokud se zdaii,
vétSinou ukazuji na pom&me malou specifitu kli¢icich semen (napt. Smreciu & Currah 1989).
Tyto vysledky viak vypovidaji spiSe jen o fyziologické kompatibilit& semen, navic mohou byt
velmi ovlivnény podminkami kultivace (Gryndler 2004). Naopak z vysledki
experimentalnich vysevili semen heterotrofnich orchideji in situ a presné molekulami
determinace mykobiontl je zjevné, Ze semena se vét§inou poji se stejnym rodem hub jako
dospélé rostliny. Formace pelotont: jinych rodii hub byla pozorovana také, ale podstamé méng
¢asto (McKendrick ef al. 2000, 2002).

U autotrofnich druhil je situace méné jasnd, nebot’ dosud byla provedena jen jedina
studie popisuyjici mykobionty protokormi pomoci presnych molekulamich metod
(McCormick, Whigham & O’Neill 2004). U dvou druhii zelenych orchideji se protokormy
pojily s velmi podobnym spektrem mykobiontii jako dospélé rostliny, u jednoho se naopak
vycet mykorhiznich partneri zcela li§il. Dali vysévaci pokusy, kde vak determinace
mykobiontli protokormii nebyla zaloZena na molekulami determinaci, podavaji zajimavé
vysledky. Napf, u semen nékterych druhl z rodd Cypripedium, Platanthera, Spiranthes a
druhu Epipactis helleborine byly pozorovany hyfy s piezkami, ackoliv u dospélych rostlin
nebyly takové houby nikdy pozorovany (Salmia 1988, Voigt 1991, van der Kinderen 1995b,
Zelmer, Cuthbertson & Currah 1996). Dosavadni vysledky vSak mohou byt velmi ovlivnény
velikosti aredlu a variabilitou biotopi, kde bylo pozorovani provedeno.
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Z vySe uvedenych poznatkl vyplyvd, Ze mykoheterotrofové jsou velmi malo
prozkoumanou skupinou parazitickych rostlin a jejich vyzkum je uzce spojen s finanéng
naroénymi molekularnimi metodami. U velké vétSiny druhti tak stale hledame odpovéd’ na
zakladni otazky tykajici se specifity houbovych partnerd, zmén ve specifit® bshem
ontogeneze a vlivu autotrofie na miru specifity. Zalosind malo informaci existuje o tom, zda
mohou blizce piibuzné druhy sdilet stejného mykobionta, a zda je afinita k uréité houbové
skupiné korelovana s geografickou vzdalenosti nebo odliSnosti biotopi.

Zmény ve specifité béhem ontogeneze rostlin velmi uzce souvisi s ekologii kliceni
orchidejovych semen. Proces kliceni mnoha druhi byl detailné prozkouman v laboratornich
podminkéch, v pfirodé byl vSak pozorovan velmi zfidka. Je proto nutné hledat odpovéd’ na
otazky: Kdy nastava kli¢eni semen a jak dlouho pietrvavaji rostliny v juvenilni fazi? Jaka je
schopnost mykotrofti osidlovat nové lokality vzhledem ke spektru hub indukujicich kli¢eni?

Hledani odpovédi na vy$e uvedené otazky je velmi pfinosné i pro praktickou ochranu
orchideji, které v mnoha pfipadech predstavuji silné az kriticky ohrozené druhy
rostlin. Objasnéni nutriéni zévislosti orchideji na houbach a okolnich stromech, které jsou
nejdulezitej§i slozkou jejich biotopu, taxonomickd znalost houbovych partnert a specifita
kli¢icich semen 1 dospélych rostlin je velmi dilezita jak pro (i) ochranu a management
orchidejovych stanovist, tak pro (ii) ex-situ mnoZzeni ohrozenych taxont.

1.3 Cile price

Tato prace se zabyva &tyfmi druhy zelenych epiparazitickych orchideji z rodu krustik
(Epipactis), které rostou ve spole¢enstvech vyrazn& odlidnych svou druhovou skladbou
Cilem prace je zodpovédst nasledujici otazky:

o Je vyskyt dospélych rostlin jednotlivych druht korelovan s nékterymi druhy stromu?

e Ma druhova skladba dievin (piip. dal$i podminky prostfedi indikované pfitomnosti
dospélych jedincti uréitého druhu krustiku) vliv na kliceni semen krustiki z jinych
lokalit?

e Jak probiha postupny vyvoj semen?

e Jaky je strukturni charakter mykobiontii dospélych rostlin a jakd je mira houbové
kolonizace kofent?

e Jak se mé&ni Zivotaschopnost semen pii skladovani v laboratornich podminkach?
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2, METODIKA

2.1 Charakteristika studované skupiny

Rod krudtik (Epipactis Zinn) je rozsifen v temperatni zoné Eurasie. Stanovi§tni preference
pokryvaji Sirokou §kalu biotopi od baZin aZ po suché lesy. VSechny druhy jsou fotosynteticky
aktivni av3ak s ¢astym vyskytem achlorofylnich jedinch. Rostliny jsou oddenkaté, s kofeny
pretrvavajicimi alespoii 3 roky. Ziviny jsou béhem zimy skladovany v oddencich a koFenech.
Rostliny jsou schopny pfezivat pod zemi primeémeé tfi roky (Rasmussen 1995), ale u E.
albensis byla pozorovana 12 let trvajici dormance, u £ helleborine dokonce 18-leta dormance
(Rydlo 1995, Light & MacConaill 2006). Rozsah mykorhizni infekce je u jednotlivych druhii
variabilni (Rasmussen 1995).

Kli€eni semen nastdva pravd€podobné na jafe. Houba pronika do embrya na jeho bazi
pies buriky suspensoru, odkud se §ifi infekce. Zv&tSujici se apikalni konec embrya zlistavé bez
infekce a pozdé&ji z ngj vyrista vrcholovy pupen. Embryo posléze nabyva hrukovitého tvaru a
méni se v utvar pokryty kofenovym vlaSenim, ktery nazyvame protokorm a ktery je silng
infikovan. Postupné v pribéhu dalich sezén vyrlista v mykorhizom s infikovanymi kofeny.
Semenace vytvareji fotosyntetizujici pryt nejdiive ve véku tfi let. Oddenek je v té dobg jiz bez
houbové infekce. Nicméné délka trvani mykoheterotrofni faze se muze velmi lisit podie
hloubky kli¢eni, nutriénich podminek a konkrétniho druhu kru$tiku (Rasmussen 1995).

2.1.1 Epipactis albensis Novikovi et Rydlo (krustik polabsky)

SamospraSny druh zokruhu Epipactis helleborine agg, Lodyhy jsou svétle zelens,
drobngjsiho vzristu, obvykle 9,5 — 28 cm dlouhé. Riist nadzemnich ¢asti zaéina v Cervnu,
kveteni probiha od srpna do poloviny zafi, produkce semen za¢ina koncem srpna (Novakova
& Rydlo 1978).

Epipactis albensis roste na kyselych az slab& alkalickych pidach, ptevazné vazan na
biotop luzniho lesa podél velkych niZinnych fek, ve svazu jilmovych doubrav Ailnion
glutinoso-incanae (Jatiova & Smitak 1996). Naléza se viak i mimo zapojeny les, v uzkych
brehovych porostech a topolovych alejich, kde v§ak byvaji rostliny mohutngj$iho vzristu,
kvetouci jiz v poloving &ervence (Rydlo 1994). Na 95% lokalit roste pouze v bezprosttedni
blizkosti topolld Populus nigra a P. x canadensis. Ziidka jsou udavany i mikrolokality bez
topold, kde se viak vyskytuje obvykle pouze jeden jedinec, pouze v Poodi byly nalezeny
pocetnéjsi lokality bez topold (Rydlo 1989, Rydlo 1997).

Druh je stfedoevropskym endemitem. V Ceské republice se vyskytuje roztrousens.
Nejvétsi ohrozeni pro druh piedstavuji zasahy do stromové skladby, necitlivd probirka,
likvidace plivodnich porostli a vysazovani nepivodnich druhii dfevin (Rydlo 1997). Druh je
v Cerveném seznamu zafazen do kategorie silné ohroZenych taxona (C2; Holub & Prochazka
2000).
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2.1.2 Epipactis atrorubens (Hoffm.) Besser (krustik tmavoderveny)

Cervenonachové nabghla, vytrvala rostlina, vysoka 20 — 40 (60) cm, &asto produkujici
nekvetouci lodyhy (Prochazka 1980). Rist nadzemnich orgini zadini v kvétnu, ke kveteni
dochazi v pilce Cervna aZ Cervence, produkce semen zaéina v &ervenci. Druh je cizosprasny
(Jersakova & Kindlmann 2004).

E. atrorubens rtoste pouze na vapnitéem podkladé, ve svétlych, susSich, listnatych i
Jjehliénatych (zejména borovych) lesich, na skalach a v kfovinach od niZin do subalpinského
stupn&. V CR je vazan hlavné na fytocendzy svazu Erico-Pinion (Jatiova & Smitak 1996).

Druh zaujima téméf celou Evropu (Meusel ef al. 1978). Na Moravé se vyskytuje velmi
vzAcnd (recentné jen v Moravském krasu a Bilych Karpatech), v Cechach roztrousens, misty
hojn& (Jatiovd & Smitik 1996). Zatazen do kategorie ohroZenych taxonii (C3; Holub &
Prochazka 2000).

2.1.3 Epipactis helleborine (L.) Grantz (krustik Sirolisty)

Statna vytrvala rostlina, 20 — 50(100) cm vysoka, charakteristicka &astou produkci
nekvetoucich vyhonkdi (Prochazka 1980). Riist nadzemnich organt zadina v ¢ervnu, kveteni
probiha v ¢ervenci — srpnu, produkce semen od srpna. Druh je cizospra$ny (Jersadkova &
Kindlmann 2004).

Roste na zivinami a bazemi bohatych ptdéch, v lesich a kfovinach od niZin do vy3§ich
poloh horského stupné. Nékdy jej miZeme nalézt i na poloruderalnich stanovidtich (piikopy
lesnich cest, zariistajici haldy aj.) (Prochazka 1980). V pahorkatinach a horskych polohach
roste Casto v listnatych a druhotnych jehli¢natych lesich ve spolecenstvech tfidy Querco-
Fagetea. V teplych oblastech roste jak v luznich lesich, tak i v dubohabfinach a teplomilnych
doubravach.

Druh ma nejrozsahlej$i rozSifeni ze vSech druhd rodu Epipactis (Evropa, Asie,
sekunddmé& Severni Amerika; Hultén & Fries 1986). V Ceské republice je zastoupen
roztroudens a% hojng (Jatiovd & Smitak 1996) a je zatazen do kategorie vzacngjsich taxoni
vyzadujicich pozomost (C4; Holub & Prochazka 2000).

2.3.1 Epipactis purpurata Sm. (krustik modrofialovy)

Vytrvala, modrofialové nabéhla rostlina, vysokd 20 — 60 (70) cm, d&asto rostouci
v polykormonech 2 — 10 jedinci (Prochazka 1980). Rist nadzemnich orgénii zadina v éervnu,
kveteni probiha od pilky cervence, produkce semen od srpna. Druh je cizospra$ny (Jersakova
& Kindlmann 2004).

Roste na neutralnim a bazickém substratu, zpravidla v submontannim pasmu do 900 m.
Jedna se o doprovodny druh habrovych a bukovych porosti svazi Carpinion a Fagion, méné
¢asto se vyskytuje ve smiSenych lesich, obycejné viak s chudym a nezapojenym bylinnym
patrem. Je to stinomilny druh, ktery vyhledava mista s vy$§i vlhkosti.
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Aredl druhu zaujima témét celou Evropu (Hultén & Fries 1986). V Ceské republice je
zastoupen roztroudend (Jatiova & Smitik 1996) a je zafazen do kategorie ohroZenych taxont
(C3; Holub & Prochazka 2000)

2.2  Analyza vegetaénich snimki

Za ukelem zji§téni, zda je vyskyt dospélych rostlin jednotlivych druht korelovan s uréitymi
druhy dfevin, byla provedena analyza vegetacnich snimku se zastoupenim krustikti ziskanych
z Ceské narodni fytocenologické databaze (Chytry & Rafajovda 2003). Pro uréeni
frekvenéniho zastoupeni dfevin na lokalitaich jednotlivych druhl krudtiki byly pouzity
snimky z databéze, navic k lokalitdm E. albensis byla pfidéna data ze sumami tabulky osmi
fytocenologickych snimki z publikace Novakova & Rydlo (1978). Do analyzy byly zahrnuty
1 vegetaéni snimky ziskané v ramci této diplomové prace. Celkovy podet lokalit zahrnuty v
analyze pro jednotlivé druhy byl pro E. albensis 21, E. atrorubens 73, E. helleborine 45, E.
purpurata 50.

2.3 Vysévaci experiment

Abych zjistila, zda vybrané druhy krustikd mohou kliéit i na lokalitach, kde roste jiny druh
krustiku, a zda ma na jejich klieni vliv skladba stromového patra, provedla jsem vysévaci
experiment s faktoridlnim designem. Vybrala jsem si 7 lokalit: po jedné s druhy E. albensis a
E. atrorubens, dvé s druhem E. purpurata a tfi s druhem £ helleborine, které svym
stromovym slozenim piipodobiiuji lokality pfedchozich 11 druhii.

2.3.1 Popis lokalit

1. Libice nad Cidlinou (okres Nymburk, Stfedocesky kraj)
GPS lokalizace: 50° 07' 23" 5.5., 15° 09' 38" v.d.
Druh krustiku: E. albensis
Dominantni dfeviny: Populus x canadensis, Acer platanoides, Acer campestre, Fraxinus
excelsior
Lokalizace: Libice n. Cidl.: 1,4 km JZ kostela v obci (Libicky luh)
Biotop: oteviena topolova alej v komplexu luznich lest
Datum odbéru semen: 27. 8. 2004
Kod lokality: Alb

2. C’epice (okres Klatovy, Plzetisky kraj)
GPS lokalizace: 49° 16' 09" s.5., 13°35'20" v.d.
Druh krustiku; E. atrorubens
Dominantni dieviny: Pinus sylvestris, Populus tremula
Lokalizace; Susicko-Horazd’ovické vapence, éepice: 0,5 km SZ kostela v obci
Biotop: opustény vapencovy lom, rozvolnéné mladé porosty Pinus sylvestris
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Datum odb&ru semen:; 3. 9. 2004
Kod lokality: Atr

. Milevice (okres Bieclav, Jihomoravsky kraj)

GPS lokalizace: 48° 50' 36" s.5., 16° 42' 52" v.d.

Druh krustiku: E. helleborine

Dominantni dieviny: Tilia cordata

Popis; Milovicka pahorkatina, Milovice: 1,6 km JV kostela v obci
Biotop: stinny kulturni les

Datum odbéru semen: 21. 8. 2004

Kod lokality: HMi

. Lednice (okres Bfeclav, Jithomoravsky kraj)

GPS lokalizace: 48° 47' 55" s.§., 16°49' 08" v.d.

Druh krustiku: E. helleborine

Dominantni dieviny: Populus x canadensis, Acer campestre, Cornus sanguinea, Prunus
avium

Lokalizace: Lednice: 1,5 km V kostela v obci

Biotop: oteviena topolova alej v komplexu luznich lesti

Datum odbé&ru semen: 18. 8. 2004

Kod lokality: HLe

. Kamenny Ujezd (okres Ceské Budgjovice, Jihogesky kraj)

GPS lokalizace: 48° 53' 41" s.8., 14° 24' 41" v.d.

Druh krustiku: E. helleborine

Dominantni dieviny: Picea abies, Pinus sylvestris, Corylus avelana
Lokalizace: Kamenny Ujezd: 3 km VVJ kostela v obci (Rangicka strouha)
Biotop: svétly suchy les na vapenitém podlozi

Datum odbéru semen: 7. 9. 2004

Kaéd lokality: HKU

. Milevice (okres Bfeclav, Jihomoravsky kraj)

GPS lokalizace: 48° 50" 12" s.§., 16° 41' 22" v.d.

Druh krustiku: E. purpurata

Dominantni dieviny: Carpinus betulus, Tilia cordata, Populus tremula
Lokalizace; Milovicka pahorkatina, Milovice: 2 km JJZ kostela v obci
Biotop: stinny okraj dubohabiiny

Datum odbéru semen: 21. 9. 2004

Kaéd lokality: PMi

. Brno-Bystre (okres Brno-venkov, Jihomoravsky kraj)

GPS lokalizace: 49° 12' 46" 5.5., 16° 31' 09" v.d.

Druh krustiku: E. purpurata

=11 -



Metodika

Dominantni diteviny: Tilia cordata, Carpinus betulus, Populus tremula
Lokalizace: Bystrc: 2,5 km JJZ kostela v obci (PP Pekama)

Biotop: stinna dubohabftina karpatského typu

Datum odbé&ru semen: 18. 9. 2004

Kod lokality: PPe

Kompletni vegetaéni snimky vSech lokalit jsou v pfiloze 1.

2.3.2 Usporadani pokusu

Na kazdé lokalité byla v prib&hu sezdény 2004 sebrana zrala semena studovanych druht
(smésny vzorek semen nékolika rostlin). Semena byla prohlédnuta pod binokulamilupou, zda
jsou vhodna k vysevu (fj. maji dobfe vyvinuta embrya). Semena byla aZz do doby vyseti
skladovana v lednici pii 4°C. Vysev probghl 14. — 29. fijna 2004.

K vysevu semen byla pouZita diardmeckova metoda podle Rasmussen & Whigham
(1993)(Obr. 1), umoZziiujici kontrolu nad miniaturnimi semeny, kiera jsou pfitom péstovana
témét v pfirozenych podminkéch. Pfiblizn€ 250 semen jednoho druhu bylo uzavieno do
jemné nylonové sitky o rozmérech 4 x 6 cm a velikosti oka 40 um (tento rozestup umoziiuje
vniknuti hyf hub, ale zabrafiuje vypadnuti semen orchideji). Pfehnuta sitka byla vloZena do
plastového rimecku na diapozitivy. Ramecky byly oznaceny kdédem druhu a lokality pivodu
pomoci lihového fixu a barevného dratku. Pomoci rybarského vlasce byly piipevnény po
skupinach ke kovové zavlacce pro pozdéjsi vyhledani pomoci minohledacky.

Ramecky byly umistovany v blocich, protoZe toto uspofadani usnadiiuje postupné
vytazeni patfiéného mnozstvi rameckd. Kazdy blok obsahoval vZdy dvé opakovéani kaZzdé
kombinace druhu a lokality (fj. 14 rameckd vjednom bloku). Na kazdou lokalitu bylo
umisténo deset takovych bloka, pficemz jeden slouzil jako zkuSebni pro sledovani pribéhu
ontogeneze. Na kazdé lokalité¢ bylo tedy umisténo 140 rameckil, dohromady 980. Kazda
kombinace druhu a lokality ma na jedné lokalité 20 opakovani. Jednotlivé bloky byly
umistovany ve vzdalenosti mensi nez 0,5 m od dospélé rostliny. Ramecky byly v ramci bloku
rozmistény ndhodné. Do pldy byly zasouvany pomoci ostrého noze kolmo do hloubky cca 5
cm.

Pivodni zamér byl vytahovat skupiny se tfemi bloky v 6-mési¢nich intervalech od doby
vyseti. Po prohlédnuti zkuSebnich rame€kl vytazenych z riiznych lokalit po 6 a nasledné 9 a
10 mesicich se vSak ukéazalo, Ze takto brzké vytaZzeni semen neni vhodné vzhledem
k pomalému vyvoji protokormil. Prvni tfetina blokd byla proto vytazena az po 12 mésicich
v pudé. Zbylé dveé tfetiny blokt byly ponechany v plidé pro pozdé&jsi zpracovani.
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e seeds

Obr. 1. DiarameCkova metoda vysevu semen orchideji in situ. Pievzato z Rasmussen &
Whigham (1993), upraveno.

2.3.3 Hodnoceni kli¢eni semen

ZkuSebni ramecky vytaZené po 6, 9 a 10 mésicich na tfech lokalitach byly bezprostiedné po
vytazeni prohlédnuty pod binokuldmi lupou a u nejvétSich semen byla pomoci svételného
mikroskopu zméfena Sitka a délka.

Celkem 294 rameckid (21 bloku), vytazenych ze zemé po 12-ti mésicich, bylo az do
doby zpracovani skladovano ve vlhku a v chladu v lednici. Kli¢ici semena ve v8ech rameécich
byla kvantifikovana a zafazena do kategorii podle tvaru a velikosti embrya a tvarovych zmén
na test& (osemeni) (tab. 1.).

Tab. 1. Velikostni kategorie kli¢icich semen.

Kategorie Popis kategorie

0 Neldlicici semena
Zadné objemoveé zmeény, citronovily tvar embrya, $itka embrya < 125pum, délku < 225um
1 Zmény pfed deformaci testy
la Bobtnani embryi, ovalny tvar,3itka < 150pum, délka < 250um
1b Zvétseni prisvitnosti embrya, zfidka houbova infekce, $itka < 300um, délka < 350um

2 Zmény po deformace a praskdni testy
Kulovity aZ ovalny tvar embrya, pravidelna tvorba pelotoni, §itka <400um, délka <500pm
3 Hruskovity tvar embrya (if. protokorm)

Silna kolonizace houbou, produkce rhizoid
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Zjisténi absolutniho po¢tu kli¢icich semen bylo provedeno pouze u kategorii 1b, 2 a 3,
protoZe kategorie la nastane vZdy ve vlhkém prostiedi i bez pfitomnosti vhodné mykorhizni
houby. Pokud v rameccich byla zjisténa klicici semena z t&chto kategorii, byla vzdy zmé&fena
Sitka a délka u nejvétSiho znich, a také u vSech protokormi z kategorie 3. U zméienych
semen byl spo&ten objem podle rovnice V = m.B%L/6 (B.. itka embrya, L...délka embrya;
Hadley & Williamson 1971), aby byla zjiSténa kvantitativni mira vyvoje. Tento vzorec je
zaloZen na predpokladu, Ze protokorm sestava ze dvou spojenych ptil-elipsoidi. Jako veli¢ina
charakterizujici velikost semen byla pouZita tfeti odmocnina vypoéteného objemu

2.4 Studim houbové kelenizace koienii despélych rostlin

Ze viech lokalit kromé PPe byly v srpnu 2005 (3. 8. Atr, HKU; 21. 8. Alb, HLe, HMi, PMi)
odebrany dvé dospélé rostliny, za icelem pfipravit vzorky pro budouci molekulamni studii a
nasledné popsat a kvantifikovat houbové struktury v kofenech. Kofenovy systém byl
proplachnut pod tekouci vodou, povrch kofeni byl jemné ogistén zubnim kartackem.

Byla zmefena celkova délka kofenového systému, ten byl nasledné rozfezan na
pfiblizné lem dlouhé useky. Z t&ch bylo nahodné vybrano 30 kust, u nichZ byly provedeny
tenké pficné fezy (s vyjimkou jedné rostliny £. albensis, ktera méla pfili§ kratky kofenovy
systém a bylo tedy vybrano jen 12 usekd). Mykorhizni houba byla velmi dobfe patrna i na
Zivém materialu, Tezy proto nebyly barveny, ale prohlédnuty pod binokularni lupou pfimo.
Zaradila jsem je do 5 kategorii (A — E) podle procenta primami kofenové kiiry obsahujici
pelotony (0%, 1-25%,...76-100%). Silng infikované kusy kofent byly pro budouci zpracovani
bud’ vysuleny v silikagelu, nebo uloZeny do mraziciho boxu pifi teploté —20°C. Zbytek kofenti
byl uloZen do absolutniho ethanolu, piip. glutaraldehydu, a uskladnén v lednici pfi 4°C.
Struktura mykobintd byla pozorovana pomoci svételného a elektronového mikroskopu.

ProtoZe mykobionti z komplexu Rhizoctonia agg. nejsou pod binolupou na prvni pohled
patrni (Bal4z, osobni sdé€leni), byly vybrané kofeny krustikd ze vSech odbérovych lokalit
barveny standardnim postupem pro barveni arbuskulamich mykorhiz. Podle délky pivodniho
kofenového systému a miry nalezené infekce bylo nahodné vybrano 10 az 20 kusi 1 e¢m
dlouhych tseki kofend bez patrné infekee, fixovanych v ethanolu. Vzorky byly projasiiovény
dvouminutovym varem v hydroxidu draselném. Dale nasledoval standardni postup barveni
dle Vierheilig, Schweiger & Brundrett (2005). Jako barvici latka byla pouZita chlorazolova
Cerli E. Roztlatené podélné fezy kofene byly prohlédnuty pod svételnym mikroskopem.

2.5 Sledovini vitality semen
2.5.1 Tetrazoliovy test

Pro testovani vitality semen byla pouZita metoda tetrazoliového barveni modifikovana pro
semena terrestrickych orchideji podle metodiky van Waes & Debergh (1986a). Semena jsou
mécena v roztoku chlorového vapna Ca(OCI); pro zvySeni propustnosti osemeni, dale jsou
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promyvéana v destilované vod€ a postoupena tetrazoliovému testu vitality. Tetrazoliova sil je
v zivych buiikach uéinkem iontt vodiku redukovana na &ervené barvivo, které zbarvi Zive
embryo do karminové ruda. Mrtva embrya ziistanou nenabarvena. Metoda bohuZel neni
jednoznaéna a mezi ob&ma extrémy jsou cetné barevne piechody.

2.5.2 Optimalizace doby vapnéni pro jednotlivé druhy

Tloustka a propustnost osemeni orchidejovych semen se druh od druhu lii a pro E. albensis a
E. purpurata nebyla dosud zvefejnéna optimalni doba vapnéni. Optiméalni doba vapnéni byla
zjiSfovana experimentalng; semena viech studovanych druht byla ponechavina v roztoku
chlorového vapna 0 — 20 hodin (pfip. az 28 hodin u E. albensis), s rozestupem vytahovani dvé
hodiny. Semena byla dale podrobena klasickému tetrazoliovému testu.

Semena byla béhem barveni drzena v planktonni sitce uzaviené vramecku na
diapozitivy. Pro kazdou dobu barveni byla provedena tii opakovani. V ramegku bylo cca 200
semen. Embrya byla zafazena do 3 kategorii podle zabarveni, a to &ervené (fj. Zivé), zluté (4.
mrtvé) a rizoveé (nejasny status).

2.5.3 Zmény ve vitalité semen béhem roku

Pro porovnani jak se méni vitalita semen délkou skladovani v riznych teplotnich
podminkach, byla semena skladovana v lednici pii 4°C a pifi pokojové teploté pfi cca 20°C.
Semena byla barvena v mési¢nich intervalech od doby sbéru po dobu 6 — 7 mésicli. Doba
vapnéni odpovidala dobé zji§téné v bodé 2.5.2. Princip hodnoceni byl stejny jako v bodé
2852

Semena byla poprvé barvena bezprostfedné po sbéru, s vyjimkou E. atrorubens. Ten byl
poprvé barven aZz jeden mésic po sbéru, protoZe jina semena, ktera méla byt piivodné vyuzita,
se ukazala jako nevhodna a musela byt nahrazena. PouZita semena byla pfed prvnim barvenim
skladovéna 3 tydny v pokojové teploté a nasledn& 1 tyden v lednici.

2.6 Statistické zpracovani dat

2.6.1 Analyza vegeta¢nich snimkii

Pro zpracovani fytocenologickych snimku byla pouzita linearni diskriminaéni analyza (LDA),
jejimz cilem je najit takové promeénné (ordinacéni osy), které vysvétluji maximalni podil
variability mezi a priori definovanymi skupinami (zde skupiny snimki charakterizované
ur€itym druhem krustiku) pfi soucasné minimalizaci variability uvnitf téchto skupin (Lep§ &
Smilaver 2003). Druhové spektrum dfevin ve snimeich bylo pouzito jako soubor
vysvétlyjicich proménnych, vysvétlovanou proménnou byla druhova pfislunost krustiku
(ptip. krustikd) v daném snimku. V pfipadé vyskytu dvou druhti krustiku v jednom snimku,
byl tento snimek zafazen do analyzy dvakrat, s kazdym druhem zvlast, a ob&ma kopiim
snimku byla v analyze piifazena polovi¢éni vaha. Ordinacni skoére vysvétlujicich proménnych
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podava informaci o tom, jak moc jsou druhy dfevin specifické pro skupinu snimki s danym
druhem krustiku. Jako vstupni data analyzy byly pouZity snimky s pokryvnostmi vyjadfenymi
v sedmistupiiové Braun-Blanquetové §kale (transformované na stupnici 1-7).

Kromé ordinaéni analyzy byla z fytocenologickych snimki zpracovana frekvenéni
tabulka, ktera shrnuje informaci o tom, v kolika procentech snimkii obsahujicich dany druh
krustiku se vyskytuje ur€ity druh dfeviny.

2.6.2 Vysévaci experiment

Analyza kliivosti semen

Kli¢ivost in sifu kultivovanych semen byla hodnocena analyzou variance. Testovany byly
nasledujici efekty: zdrojova lokalita (fj. lokalita plivodu semen; faktor s pevnym efektem),
lokalita vysevu a jejich interakce a dale efekt bloku, ktery byl hierarchicky vliozen do efektu
lokality vysevu (faktory s ndhodnymi efekty). Kromé vlivu zdrojové lokality byl zvlast
testovan take vliv druhu krustiku (faktor s pevnym efektem). Proménna charakterizujici poget
klic¢icich semen byla ziskdna vaZenim absolutniho poctu semen podle velikosiniho stadia,
kterého semena dosahovala (semena ve stadiu 2b byla ndsobena dvéma, ve stadiu 3 tfemi).
Vysledna proménna vykazovala Poissonovu distribuci, a proto byly jeji hodnoty upraveny
odmocninou transformaci.

Kontrastovani meziskupinovvch faktori

Pro zhodnoceni vlivu druhového sloZeni stromového patra &i vlivu druhu krustiku rostouciho
na dané lokalité na klieni vysetych semen byla pouZita metoda kontrastovani
meziskupinovych faktord. Kontrastovaci analyza umozZiiuje specifikovat v podstaté jakykoliv
typ skupin a zanalyzovat rozdily mezi nimi. Testovano bylo, zda se 1i§i (i) kliivost semen
vysetych na své vlasini zdrojové lokalité oproti kli¢ivosti téchto semen na ostatnich
lokalitach, (ii) kli¢ivost semen vysetych na své vlasini zdrojové lokalité a na lokalité
simulujici druhové sloZeni dfevin na zdrojové lokalité oproti kli¢ivosti t&chto semen na
ostatnich lokalitach, (iii) kliivost semen jednotlivych druhii krustikii na lokalit&/ach vlastniho
druhu, oproti lokalitam s jinym druhem (coZ se pro E. atrorubens a E. albensis shoduje s
testem v bod& (i)). Testovéna byla take celkova kli¢ivost mezi semeny jednotlivych druhii
krustiku.

Korelace objemu nejvétsiho semene a poctu kli¢icich semen v ramecku

Proménneé charakterizujici objem kli¢icich semen a pocet kli¢icich semen v rAmedku (tj. suma
po€tu semen v kategoriich 1b, 2 a 3) vykazovaly pozitivné §ikmé rozdéleni a byly proto
transformovéany dekadickym logaritmem. VétSina hodnot objemu se pohybovala v Uzkém

rozmezi, byla proto pfed transformaci ndsobena deseti, k poétim byla piipoétena 1. Do grafu
pro E. helleborine byla zahmuta kli¢ici semena ze vSech zdrojovych lokalit.
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Pro statistické vypoSty a vizualizaci dat byl pouzit softwarovy balik Statistica 6.0 for
Windows (StatSoft Inc. 2001), Canoco for Windows (ter Braak & Smilauer 2002) aR 2.2 (R
Development CoreTeam 2005).

3. VYSLEDKY

3.1 Analyza vegetanich snimku

Vegetacni snimky s jednotlivymi druhy krustikt jsou v ordinanim prostoru LDA (obr. 2)
pomérné dobfe oddéleny, s vyjimkou snimkii zahmujicich dva druhy krustikti soudasns. Z
ordina¢nich diagramt je patmé, Ze prvni diskriminacni osa velmi zfeteln& oddéluje snimky s
E. albensis od zbytku hlavné na zékladé pfitomnosti Populus nigra, Fraxinus angustifolia a
Ulmus sp., druha a tfeti osa pak separuji snimky s ostatnimi druhy. £. atrorubens je pozitivng
korelovan s Pinus sylvestris, snimky s E. purpurata jsou vydélovany dievinami Carpinus
betulus, Viburnum opulus a Fagus sylvatica. Snimky E. helleborine nejsou odlifeny Zadnym
specifickym druhem dieviny.

Vysledky frekvenéni tabulky (tab. 2) vak ukazuji, Ze mnoho druhti dfevin je hojng
sdileno vice druhy krustikd. Mezi takove patii napt. Tilia cordata, Carpinus betulus, Fraxinus
excelsior, Quercus robur, Acer campestre ¢i Corylus avellana.
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Tab. 2. Frekven&nf zastoupeni jednotlivych druhii dievin ve fytocenologickych snimcich s krustiky. V
tabulce jsou zahrnuty pouze ty dieviny z vegetaénich pater E2 a E3, které se alespoii u jednoho druhu
krutiku vyskytovaly ve vice nez 10% snimkid. Deviny jsou sefazeny sestupné dle frekvenéniho

zastoupeni ve snimcich.

Patro|Dfevina E. albensis  |E. atrorubens |E. helleborine |E. purpurata
E3 |Tifiacordata | . 85.7 | .. 96 . .[...200 | ___ 46.0 ___.
E3 |Campinus betulus | | 333 ... 151 | 244 | ... 68.0____|
E3 |Quercusrobur | . 476 ... 123 . .].....a56_ ... 260 .
E3 |Acercampesire | 476 |96 | . . 6.7 ___|l..... 200 |
E3 [|Fraxinus excelsior | . 476 155 | 89 | 120 ..
E3 |Betulapendula § 143 |55 |.....200_ _|..... 220 .
E3 |Umusminor | . 190 ... 41 .2 ] p— 8.0 .....
E3 |Acer platanoides | ! 95 _|....585 | - 156 | ... 20 .
E3 |Quercuspetrea | 41 | 178 | ... 52.0 .
E3 |Piceaabies | | ... 15,1 ...|.....200 __|.....140 .
E3 |Abigsalba % | 41 A8 200 .
E3 |Acer pseudoplatanus | ... 68 | ....133 .| 200 .
E3 |Fagussylvatica | | 1.0 | ...333 ___|..._. 280 .
E3 |Alnus glutinosa | 238 | 22 | 20 |
E3 |Tilia platyphyllos  § . 143 oo 40 .
E3 |Pinus sylvestris [ U 7-= N RO, 1Y A N
E3 |Larixdecidua § | 41 | 120 |
E3 |Populustremula ¥ 22 ... 100 ...
E3 |[Prunuspadus  § 19.0 o
E3 |Populusnigra _ § 524 )
E3 |Ulmusiaevis § 286 L
E3 |Fraxinus angustifolia | 143 ]
E3 |Populus sp. 14.3

E2 [Tiiacordata | .. 333 ... 8.5 | 133 ... 540 .
E2 [Corvlusavellana | ¢ 95 | ... 384 | 222  |..... 16.0 .
E2 |Comus sanguinea | 286 | - 123, ... 133 ... 22.0 |
E2 |Fraxinus excelsior | 23.8 ... 6.8 | 6.7 | 280 |
E2 |Carpinus betulus ! 85 | .. 9.6 | 6.7 .l 340 .
E2 |Acercampestre _ } 143 L. 41 | 22 ... 26.0
E2 |Lonicera xylosteum | 48 | 10 | 44 | 180 .
E2 |Fagussylvatica N | . 41 |.....2889 _1...140 .
E2 |Crataegus lasvigata | ¢ 95 ... 55 ol 280 |
E2 |Euonymus europaea | . 190 4. a1 ) 2n
E2 Rosasp. ¥ ...l 137 L At 8.0 ...
E2 |Piceaagbies § | . 1541 R & S S 6.0 .
E2 |Acerpseudoplatanus | ¢ 48  |.....85 1. 44 ... 16.0 .
E2 [Crataegusmonogyna | | 123 |..... 89 ... 80 .
E2 |Cralsegussp.  § . 19.0 | . 2 40 |
E2 |Quercus robur .. 48 | 13.7 ..., 4.4 .
E2 |Abies alba R U 1o: S I 6.7 _._.|.....100 .
E2 |Daphne mezereum T N A, 2. ORI N 240 .
E2 |Quercuspetrea | ... 2.7 280 |
E2 |Prunuspadus | . 238 ... 27
E2 |Ligustrumvulgare  § | 123 | 33 .
E2 |Sorbus aucuparia ____ § | . 82 | . ]....140 .
E2 |Viburnumopulus R} | 4.4 | 14.0 .
E2 |Berberis vulgars 17.8
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3.2 Vysévaci experiment

3.2.1 Kli¢ivost semen

Vyrazné kliGeni semen nastalo pouze u dvou druhid krudtikd a to Epipactis atrorubens a E.
helleborine. E. albensis kli€il ve velmi malé mife (obr. 3). E. purpurata nevykli€il viibec ani v
jednom pfipadé a z tohoto diivodu nebyl tento druh zahrnut do nasledujicich analyz. Nakonec
byly tedy testovany efekty péti zdrojii semen (zahrnujici tfi druhy krudtikd) a sedmi lokalit
vysevu. Vysledky analyzy variance a naslednych mnohondsobnych porovnéni jsou shrnuty v
tab. 3 — 5. Prikazné rozdily v kliGivosti byly prokazany jak mezi semeny pochazejicich z
riiznych lokalit, tak i mezi jednotlivymi bloky v rdamci lokality a déle interakef lokality vysevu
a zdroje semen. Vliv lokalit vysevu byl téZ pritkazny, ale pouze t&sné.

E. albensis rostl nejhlife, semena E. helleborine z Lednice rostla nejlépe, mezi semeny z
ostatnich zdrojovych lokalit nebyl prikazny rozdil (tab. 4). Vyrazné rozdily jsou patrné také
mezi jednotlivymi lokalitami (tab. 5); semena kli¢ila nejlépe na lokalité Lednice (HLe), pfip.
Milovice (HMi), nejhiife na lokalitich Kamenny Ujezd (HKU) a Brno-Bystrc (PPe).

Procentudlni shrnuti celkové kli¢ivosti semen ze zdrojovych lokalit a kli¢ivosti semen
na lokalitdich vysevu jsou v tab. 6 a 7. PfestoZe semena nejpocetnéji kli¢ila na lokalité
Lednice, velikostni kategorie 3 dosahovala mnohem d&ast&ji na lokalitdch Milovice (HMi),
pfip. Libice (Alb). Na lokalité Cepice (Atr) nebyl pozorovan zadny protokorm velikostni
kategorie 3 (tab. 6). Kli¢eni semen E. helleborine z Lednice nastalo téméf v kaZzdém rdmecku
a priimér kliicich semen v ramecku vyrazné pfevy3uje viechny ostatni zdroje semen. Semena
E. albensis nikdy nedosdhla velikostniho stddia protokormu (tab. 7).

Metoda kontrastovani meziskupinovych faktord (tab. 8 — 11) ukazala, Ze kli¢eni semen
na své zdrojové lokalit&, piip. na své zdrojové lokalité a lokalité¢ s totoZnym druhovym
slozenim, se ve v&t§ing pfipadd nelisi od kli¢ivosti t€chto semen na ostatnich lokalitach (s
vyjimkou semen ze zdroje HKU a Atr; tab. 8 a 9). Semena E. helleborine rostou prikazné
lépe na lokalitach, kde se nachézeji dospélé rostliny tohoto druhu (tab. 10).

Kontrastovani mezi kli¢ivosti jednotlivych druhl krustikd ukazalo, Ze semena E.
helleborine i E. atrorubens kli¢i prikazné |épe nez semena E. albensis. V kli¢ivosti semen E.
helleborine a E. atrorubens neni prikazny rozdil (tab. 11).
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Tab. 3. Vysledek analyzy variance celkového modelu.

i Sma P
lokalita vysevu Nahodny 705.5 6 2.71 0.042
skupina(lokalita) Nahodny 465.4 14 587 <10°
zdroj semen Pevny 1130.9 4 17.81 <10°
lokalita*zdroj Nahodny 381.1 24 2.81 <10*
Error 911.1 161

Tab. 4. Mnohondsobna porovnani, Tukey HSD test. Porovnani vlivu druhu
krustiku a lokality piivodu semen na poéet vyklicenych semen.

* p < -10—4
Druh a lggf::';i POVOLU ity HMI) H(Le) Atr Alb
E. helleborine(KU) n.s. * n.s, *
E. hellebarine(Mi) n.s. ¥ n.s. *
E. helleborine{Le) g * * *
E. atrorubens n.s. n.s. * *
E. albensis * * * *
Primér odmocnénych 5 g7 403 762 495  0.39

hodnot ve skupiné

Tab. 5. Mnohondsobna porovnéni, Tukey HSD test. Porovnani vlivu jednotlivych lokalit na pocet

vykliGenych semen.

*p<10* ™p<10® " p<0.02

Lokalita vysevu Hmi Hle HKU Atr Alb PMi PPe
Milovice (HMi) n.s. * n.s n.s. n.s. il
Lednice (Hle) n.s. * o bl ** *
Kam. Ujezd(HKU) ¥ * * * . n.s.
Cepice(Atr) n.s. s * n.s. n.s. bl
Libice{Alb) n.s. e * n.s n.s. **
Milovice(PMi) n.s. b * n.s n.s. il
Bystrc(PPe) * * n.s ok b ok
Primérodmocnényeh ey gaaq 1062 4552 4677 4230  2.158

hodnot ve skupiné
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Tab.6. Celkové klieni semen na jednotlivych lokalitdch vysevu.

Lokalita vysevu HMi HLe HKU Atr Alb PMi PPe

% rameék(, ve kterych nastalo
kligeni

83.3 90.0 46.7 76.7 80.0 76.7 70.0

priim. pocet kli¢iclch semen v
rameccich, kde nastalo kliceni

36.2 46.4 7.1 26.3 28.7 28.0 12.0

% "kligicich" rameckd, v kterych 68.0 14.8 71 0.0 375 250 95

byly protokormy {stadium 3)

Tab. 7. Celkové kli&en{ semen z rliznych zdrojovych lokalit na vSech lokalitdch vysevu.

Zdrojova lokalita

E.albensis E.afrorubens

(KU) (Le) (Vi)

% rameék(, kde nastalo kil€enl 21.4 81.0 90.5 97.6 83.3
P s . .

% gylfliif':irﬂolzimffl((:t'é\é?ul:rtue?),(:h 0.0 38.2 21.1 29.3 17.1

prﬁmérn{s{:éodc“;zﬁn pgc;tokormtl 0.0 22 1.8 3.7 1.3

Tah. 8. Kontrastovani meziskupi-
novych faktorll, Porovnano je kliceni
semen ze zdrojovych lokalit vysetych
na vlastni zdrojové lokalité oproti
semeniim z tohoto zdroje vysetym na
ostatni lokality.

Zdrojova

lokalita P
HKU -3.29 <0.05
HMi 137 047
HLe 1,95  0.05
Atr 0.86  0.39
Alb 0.1 091

Tab. 10. Kontrastovani meziskupinovych
faktord. Porovndno je kli€eni semen
jednotlivych druh@i vysetych na lokalité/ach
vlastniho druhu, oproti lokalitim s jinym
druhem krustiku.

Druh £ p
E.helleborine 236 <0.05
E.atrorubens 0.86 0.39
E.albensis -0.11 0.91

Tab. 9. Kontrastovani meziskupinovych
faktorll. Porovnidno je klieni semen ze
zdrojovych lokalit vysetych na vlastni
zdrojové lokalité a na lokalité s totoZnym
sloZzenim dfevin jako zdrojova lokalita
oproti semeniim z tohoto zdroje vysetym
na ostatnich lokalitach.

Zdrojova t

lokalita P
HKU 0.18  0.86
HMi 078 0.4
HLe 142 0.16
Atr -3.45 <0.001
Alb 0.85  0.39

Tab. 11. Kontrastovani meziskupinovych faktort.
Porovnani celkové kli¢ivosti semen mezi
jednotlivymi druhy kru3tikd.

Druhy £ p
E.atrorubens : E.helleborine -0.54 0.59
E.atrorubens : E.albensis 8.78 <10°
E.albensis : E.helleborine -11.29 <10°
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3.2.2 Priibéh klic¢eni

V ramedkéich byla nalezena semena vzdy v rGznych fazich vyvoje zédrovei, tj. jak zcela

nekli¢ici semena, zbytnéld, kliici, tak i parazitovana a mrtvd. Rozmisténi kli¢icich i

parazitovanych semen uvniti' rame€ku bylo ¢asto shlukovité.

Kontrola poc¢atecnich stadiich kli€eni

Kontrolni semena vytazena z lokality Kamenny Ujezd na zagatku kvétna po 6 mésicich
inkubace v pid& neprojevovala zadné znamky pokroéilejsiho kli¢eni. V rdmeccich byla zmét
rtiznych houbovych hyf a semena pouze bobtnala (stadium kli€eni 1a). Na zaCatku srpna (9
mésich v ptid&) byly vytazeny kontrolni bloky z lokalit Cepice (Atr) a Kamenny Ujezd
(HKU). Na téchto lokalitdch semena E. atrorubens a E. helleborine dosahovala faze 1ba 2 (i
kdyz v Kamenném Ujezdu podstatné mén& ne% v Cepici). Pfi poslednim kontrolnim
pozorovani provedeném o mésic pozdé&ji na lokalité Milovice (HMi) byla pozorovana embrya
E. helleborine jiz téméf hruskovitého tvaru, avSak nedosahujici délky 500 um.

Faze kli¢eni

Pribéh kliceni u E. atrorubens a E. helleborine byl velice podobny. Ovélna embrya bobtnaji
(faze la) a pokud je pfitomna mykorhizni houba, nabyvaji na objemu tak, Ze dochdzi k
prasknuti silné pigmentovaného obalu embrya a stdvaji se prisvitnymi (1b). Embryo déle
roste vice do 3ifky a ziskava kulovity tvar. Do vnitiniho prostoru osemeni mezitim pronika
velké mnozstvi hyf riiznych hub. V tomto momenté také dochazi k proniknuti hyf pies bufiky
suspenzoru do embrya, coZ je ve svételném mikroskopu vétsinou dobie viditelné jako tmava
oblast, nékdy s patrnymi pelotony hub. Nasledn& dochéz{ k rapidnimu ristu do délky (faze 2),
pficemZ apikdlni konec zlstdvé bez infekce, pod mikroskopem téméf prihledny (fota?).
Pozdgji dochédzi k rozristani apikélniho konce do siifky, suspenzorovy konec je silné
infikovén a embryo nabyva hruskovitého tvaru (faze 3). Produkce rhizoidl je zpo€atku velmi
spord, byly pozorovany i protokormy bez rhizoidi. Nejvétsi protokorm (E. atrorubens), ktery
byl pozorovan, dosahoval délky téméf 2 mm, §ifky necely 1 mm. Zména proporci semen
v priib&hu kli¢eni (3ifka embrya vs. délka embrya) je zachycena na obr. 4 a 5. Fotografie
kli¢icich semen jsou v pifloze 2.

Korelace objemu nejvétiiho embrva a podtu kligicich semen v rameéku

'y

Maximalni dosazena velikost kli¢iciho embrya druhu E. helleborine je pozitivné korelovana s
celkovym poctem kli¢icich semen v rdme€ku (obr. 6), pro semena E. atrorubens je viak
korelace nepriikazna (obr. 7).
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Obr. 4. Vyvoj poméru 8ifky a délky embrya
Epipactis  helleborine (z Lednice) b&hem
ontogeneze. Vyneseny jsou rozméry semen ve
viech fazich klieni i nekli¢ici semena. Data jsou
proloZena logaritmickou Ii¥ivkou (y = a*x +
b*log(x+c) + d; prikaznost linearniho ¢lenu p <
2.2%107%, priikaznost logaritmického &lenu p <
9.93%107).
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rameéeich druhu E. helleborine. Ob& proménné
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Obr. 5. Vyvoj poméru Sitky a délky embrya
Epipactis atrorubens béhem ontogeneze. Vyneseny
jsou rozméry semen ve viech fazich kli€en{ a i
neklidici semena. Data jsou  proloZena
logaritmickou kfivkou (y = a*x + b*log(x+c) + d;
prikaznost linearniho &lenu p < 22%107°

pritkaznost logaritmického &lenu p < 7.77*10™ ).

1.0

0.8

K]

objem nejvétsiho semene

0.6

04 06 08 10 12 14 16 18 20 22
pocet kli¢icich semen

Obr. 7. Korelace objemu nejvétiiho kligictho

semene a po&tu viech kli¢icich semen v

ramegeich druhu E. atrorubens. Ob& proménné

byly zlogaritmovany. Pearsonliv koreladni

koeficient r=0.26, p=0.14.
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Houby nalezené v rameécich

Ve viech rameécich (kromé nékolika vyjimek) bylo vZdy nalezeno velmi Siroké spektrum
rliznych hyf i kofend rostlin, dokonce byla pozorovdna formace ektomykorhiz. NejCastéji
pozorovanou houbou v prostoru ramedkt byla hnédd asi 4 pm Sirokd basidiomyceta s
pfezkami. Tato houba se vak vyskytovala i v rdmeécich, kde Zadné kli¢eni nenastalo a byla
pozorovéna i u parazitovanych semen. Obdobny charakter vyskytu byl pozorovan i u Sedivych
hyf, Sirokych 2 pm a bez prezek Vzécngji se vyskytovaly tmavé pigmentované hyfy Siroké
cca 6,5 um, s pfezkami a éetnymi vyristky na povrchu. Rozlidit konkrétnf hyfy v pelotonech
protokormti vé&tsinou nebylo moZné a jen zfidka bylo patrné, zda externi hyfa do embrya
opravdu vstupuje, nebo pouze pasivné pfiléha k povrchu embrya. V nékolika vzacnych
pfipadech, kdy se podafilo pozorovat houbu prochézejici rhizoidem, byla pokaZzdé nalezena
svétle hnéda hyfa se z(iZenim pod ristovym vrcholem, $irokd cca 4 pm, bez prezek (u E.
helleborine na lokalité PPe a E. atrorubens na lokalit¢ HMi). Nékdy také zv1astni priihledna
hyfa se zelenymi kulovitymi Gtvary v burikdch. Hyfy v rhizoidech vyrlistaji z vnitiniho
prostfedi protokormu, vétS§inou z pelotonti pobliz rhizoidu. Hyfy rostou bud’ spoletné s
rhizoidem, nebo proristaji jeho vrcholem do vngjsiho prostoru. Fotografie hyf nalezenych v
rameckach jsou v priloze 2 (tabule 1)

3.3 Houbova kolonizace korenii dospélych rostlin

3.3.1 P#imé pozorovani nenabarvenych kofenii

V kofenech byly pozorovény viechny féaze vyvoje pelotont, tj. volng rostouci hyfy vytvaiejici
v bufikdch charakteristicka klubitka, jejich naslednd komprese a degradace az do uplného
rozloZzeni mykobionta a nova rekolonizace buriky. Zaznamenéna byla i pfitomnost dvou
riiznych mykobiontd v tdsné blizkosti (E. atrorubens). Casto byla pozorovana hypertrofni
jadra u rostlinnych bunék obsahujicich pelotony.

MeéFitelné charakteristiky kofenovych systémii studovanych rostlin jsou uvedeny v tab.
12. Procentudlni zastoupeni jednotlivych kategorii miry houbové infekce je na obr. 8.
Fotografie kofenového systému, fezii kofenli i mykobiontd jsou v pfiloze 2 (tabule 2 a 3).

Epipactis albensis

Mykorhizni houba byla vidy zbarvend svétle hnédé, v pelotonech se Casto vétvi, ¢imz
vznikaji pomé&rn& kompaktni klubi¢ka. Charakteristické pro tuto houbu je vyrazné ziZeni hyfy
pod jejim ristovym vrcholem. Prezky nebyly pozorovény.

Kofeny E. albensis byly velmi kiehké. Mladé kofeny byly bez infekce, staré kofeny
naopak vzdy obsahovaly pelotony. Dvé studované rostliny E. albensis mély pomé&rné kratky
kofenovy systém.
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Epipactis atrorubens

Barva mykorhizni houby byla proménlivd — od bélavé, az po tmavé hnédou ve starych
kofenech. Nejéast&jdim mykobiontem u E. atrorubens byla nepfezkatd houba s pomérné
Sirokymi hyfami, které se v pelotonech jen velmi mélo vétvily, klubitka byla pomé&rng Fidka.
Hyfy nebyly na riistovém vrcholu tak vyrazné ziZeny jako u E. albensis.

PFitomnost houbové infekce byla v n&kterych pfipadech velmi dobfe patrna jiz na prvni
pohled. U starych, velmi tmavé pigmentovanych, kofend byla primarni kira plnd tmavych
pelotonil. Naopak mladé b&lavé kofeny byly bez infekce. U mnoha kofend se viak mnozstvi
infekce podle jejich barvy odhadnout nedalo.

Epipactis helleborine

U E. helleborine byla pozorovéna riizné zbarvend infekce v kofenech rostlin z Kamenného
Ujezda a z Milovic, naopak v kofenech rostlin z Lednice byly pozorovény vyhradng svétle
hnédé hyfy, které charakterem vétveni v pelotonech, ziZenim i barvou pfipominaly
mykobionta E. albensis.

Piitomnost infekce v kotenech E. helleborine byla na prvni pohled patrnd jen
vyjimeéné. Vétsinou byly kofeny jednotng svétle hnédé a pritomnost infekce se nedala
odhadnout., Mladé kofeny byly vétsinou bez infekce.

Epipactis purpurata

Dvé odebirané rostliny E. purpurata rostly ve velmi tvrdé pidé a oddenek s kofeny byl
umistén pomérné hluboko pod povrchem ptidy. Povedlo se mi proto vykopat pravdEpodobné
jen mensi &ast kofenového systému. Nicméng houbova infekce byla nalezena v kofenech jen
jedné z rostlin, a to ve velmi malém mnoZstvi. Infekce byla jednotn& svétle hnéda, vSechny
pelotony jiz byly degradovany. Volné hyfy, na kterych by byla patrnd néjaka strukturni

charakteristika, po- . .
P Tab. 12. Charakteristiky kofenovych systému krustikd (vidy 2 rostliny

zorovény  nebyly. jednoho druhu z lokality).

Kromé stravenych . . . Délka Kalonizace
Aistals s Druh krustiku | SoKalta é”k(?n':ﬁ;e”e kofenového | kofenového
Yy P systému {cm) systemu
pozorovany  také
Splingy o E. albensis Alb 1,5-32 204 BETY%
hvézdickovité 73 87%
utvary z  hyf E. atrorubens Atr 1,8-3,0 ik 83,3%
: ¢ 4 438 66,7%
nejasného plivodu 303 57 7%
a funkce. HKU 163,5 70%
~ 0,
Koteny E. | E hefleborine | HLe 1,8-4,0 gg 32;;"
purpurata byly = 63'3“/0
vt il 7 HMi 70
velmi tuhé a pevné. 297 60%
Infekce byla . 105,5 0%
E. rata PM 22-52 !
PUIpHRS ' 380 0.2%

&I =



Vpslediy

nalezena pouze u jedné ze dvou rostlin a po podrobném prohlédnutf celého kofenového

systému byl nalezen jen jeden celkem 7,5 cm dlouhy tsek infikovaného kofene.
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Obr. 8. Mira houbové kolonizace kofenového systému dospélych rostlin. V grafech
jsou vyneseny kofenové systémy vzdy dvou dospélych rostlin téhoZ druhu. HLe = E.
helleborine z Lednice, HMi = E. helleborine z Milovic, HKU = E. helleborine z
Kamenného Ujezda, Alb = E. albensis, Atr = E. atrorubens, PMi = E. purpurata z

Milovic.
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3.3.2 Pozorovani nabarvenych kofeni

Po nabarveni kofeni nebyly u Zddného ze sledovanych druht odhaleny né&jaké dalSi
charakteristické  struktury orchideoidni mykorhizy neviditelné pod binokularnim
mikroskopem piimo.

Na druhou stranu, barveni odhalilo velké mnoZstvi riznorodych hub, které jsou obecné
povazovény za nemykorhizni a n&kdy oznafovany jako tmava sterilni mycelia (dark septate
endophyte, DSE). Vé&tSinou bylo pozorovino velké mnoZstvi tenkych hyf, nékdy také
mikrosklerocia, asto téz priihlednd houba s jednotlivymi zelenymi kulovitymi utvary ve
svych burikich. DSE se Sasto vyskytovalo paralelng s orchideoidni mykorhizou, nejéastéji
pobliZ pokoZzky koiene.

Mnozstvi DSE v kofenech se zna¢né ligilo mezi jednotlivymi druhy. E. albensis nemél v
kofenech téméF Zadné, podobné i E. helleborine z Milovic, hojngji se potom vyskytovalo v
kotenech E. helleborine z Lednice, z Kamenného Ujezdu a v kofenech E. atrorubens, kde
byla dokonce pozorovéna i basidiomyceta s pfezkami (tedy nepatiici do skupiny Rhizoctonia
agg.), ale netvofici pelotony. Nejvice kolonizovany DSE v3ak byly kofeny obou rostlin E.
purpurata, kde v kazdém kousku (pro kazdou rostlinu 20 kouskd dlouhych 1 c¢cm) bylo
pozorovano stfedni aZ velké mnozstvi infekce, véetné tvorby mikrosklerocii.

3.4 Vitalita semen
3.4.1 Optimalizace doby vapnéni pro jednotlivé druhy

Optimalni doba vapnéni byla uréena jako doba s nejvétsim procentem semen zbarvenych do
karminové ruda. Nejvice se barvila semena E. helleborine, kde po osmihodinovém vépnéni
bylo ervené zbarveno 76% viech semen (obr. 9). Pro stanoveni této doby u E. atrorubens
byla pouZita semena jiZ mésic stard, a vysledek barveni byl timto zfejmé ovlivnén. Maximum
gervenych semen, tj. 43%, bylo pozorovdno po osmi hodinach vépnéni (obr.9). U téchto
druhti se relativné hodn& semen barvilo i bez pfedchoziho oSetfeni chlorovym vapnem.
Mnozstvi vitalnich semen E. purpurata se v podstatd po kterékoliv dob& vapnéni stabilné
drzelo kolem 30%. Pouze po 8 hodindch vépnéni vystoupilo na své maximum, tj. 34%
(obr.9). Barvitelnost semen E. albensis byla velmi mald, vétsinou pod 10% Cervenych semen.
Maximum bylo 15% po 12 hodinach vépnénf (obr. 9).
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Obr, 9, Zavislost procentudlniho mnoZstvi nabarvenych semen &tyf druh krutiki na dobé&
vapnéni. Vyneseny jsou kategorie ¢ervend (tj. ziva semena; kolecka), Zluta (tj. mrtva semena,
trojihelniky) a riZové (nejasny status; ¢tverecky). Celkovy trend zdvisloti byl vizualizovén
pomoci lokalni vaZené regrese (Joess).
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3.4.2 Zmény ve vitalité semen béhem roku

U vsech semen byl béhem skladovéani zaznamenan znagny pokles schopnosti obarvit se do
Servena. Relativné nejv&tsi pokles nastal Gasto jiZ po jednom mésici skladovéni a to u viech
zkoumanych druh@. U E. helleborine prospivala lépe semena uloZend v lednici (obr.10), kdy
vitalita semena po prvnim mésici uloZeni poklesla pouze o % a az do posledniho barveni po
sedmi mé&sicich neklesla pod 20%. Naopak u semen uloZenych pfi pokojové teploté poklesla
vitalita po prvnim mésici o 2/3, pfi poslednim barveni po osmi mésicich jiz mnoZstvi
Servenych semen nepfesihlo 5%. Podobné i podil mrivych semen je v piipadé uloZeni za
pokojové teploty mnohem vyssi.

Vitalita semen E. atrorubens nebyla bohuZel zaznamenéana ihned po sbéru a méreni
zadalo aZ mésic poté. Vysledky mohou byt timto velmi ovlivnény, obzvIast¢ v pfipadé
semen, ktera byla pozdgji skladovana v lednici. Nebyl zde zaznamenan Zadny vyrazny rozdil
mezi uloZenfm v lednici a za pokojové teploty, i kdyZ semena z lednice prospivaji ponékud
hiie (obr. 10). Semena E. purpurata prospivaji hiife p¥i uloZeni za pokojové teploty a jejich
vitdlnost se po prvnich tfech mésicich drzi kolem 10%, resp. 5% (Obr. 10). Semena E.
albensis se chovala obdobné, barvitelnost po nékolika mésicich poklesla z 15% na 5%, resp.
1% za pokojove teploty (Obr. 10 ).
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Vysledky

Q 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 i 8
E. albensis E. atrorubens

% nabarvenych semen

0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 q 5 ]
E. helleborine E. purpurata

Doba uloZeni (v mésicich)

Obr. 10. Zavislost podilu &ervenych (tj. Zivych) semen &ty druhd krustikd na dobé skladovéni a
teploté behem skladovani. Cernd koletka zndzorituji semena uloZend v lednici pfi 4 °C,
&tveretky zndzoriiuji semena uloZend za pokojové teploty cea 20 °C. Celkovy trend zavisloti byl
vizualizovin pomocf linedrni funkce lomeneé (y = a/(x+b) + ¢).
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4. DISKUSE

4,1 Ekologické preference dospélych rostlin jednotlivich druhi krustika

Semena orchideji se snadno §ifi anemochormim zplsobem i na velké vzdalenosti (Rasmussen
1995). Pritomnost ¢i nepfitomnost daného druhu na uréitych lokalitach lze tedy do jisté miry
povaZovat za ekologické preference druhti, protoZe vliv bariér omezujicich $ifeni diaspor je
minimalni. Analyza druhového sloZeni dfevin na lokalitach jednotlivych druhi proto hraje
dilezitou roli v pochopeni ekologickych potfeb epiparazitickych krustika.

Vysledky diskrimina¢ni analyzy (obr. 2) a frekvenéni tabulky (tab. 2) dobie
koresponduji se sou€asnymi pfedstavami o stanovi§tich preferencich studovanych druhii
krustikt (napt. Jatiova & Smitak 1996, Jersakova & Kindlmann 2004). Epipactis helleborine
mé Sirokou ekologickou amplitudu a nevyzaduje pro svij rist specifickou skladbu dfevin,
casto roste ve fytocenologicky nevyhranénych porostech, naopak E. albensis je svym
vyskytem tizce vézén na luZni porosty, €asto se zastoupenim topoll. K. atrorubens naopak
preferuje zcela odliny biotop ve vétSing piipadG charakterizovany pfitomnosti Pinus
sylvestris. Pro lokality E purpurata je typickd vegetace se zastoupenim dfevin svazi
Carpinion a Fagion. Znamy jsou v3ak i jeho vyskyty v nizinnych biotopech luzniho lesa na
podobnych lokalitach jako E. albensis (Rydlo 1994).

Kromé dfevin, na n&z, jak se zda, jsou jednotlivé druhy krudtiki poméms tésné vazany,
lze v tabulce frekvenci vyliSit skupinu druhii stromt, v jejichz doprovodu se vyskytuji
vicemeéng v3echny zkoumané druhy. Mezi tyto dieviny patii napt. 7ilia cordata, doprovodny
druh niZinnych luznich lest i podhorskych habiin, obdobné téz Carpinus betulus &i Quercus
robur.

PrestoZe interpretace t&chto vysledkil je pomé&mé transparentni, je nezbytné formulovat
z4vEry se znafnou mirou opatrnosti. Snimky ulozené v databazi vétSinou nepokryvaji
rovnomérné aredl jednotlivych druhf, Casto maji "shlukovitou lokalizaci" podle toho, kde
zrovna piispévatel do databaze snimkoval a co mu pfislo z hlediska botanického zajimaveé.
Timto je ponékud naruSen zakladni piedpoklad statistické analyzy — nezéavislost jednotlivych
pozorovéni a ndhodny vybér vzorki, coZ mfize veést ke zkresleni vysledkd. Vegetacni snimky
v databazi jsou navic riizné velké (velikosti se pohybuji v rozmezi 9 az 500 m?®) a nemusi
tudiz zcela vérné vypovidat o tom, v blizkosti kterych stromii krustiky opravdu rostou. Situaci
Ize ilustrovat na pfiikladu E. helleborine, ktery na jizni Moravé roste velmi &asto v alejich s
Populus x canadensis (terénni pozorovani autorky), nicméné v databazi se Zadny takovy
snimek nevyskytuje, pfestoze jinak jsou snimky z jizni Moravy hojné zastoupeny.

Analyzy fytocenologickych snimki dobfe popisuji vazbu kru$tiki na urdité biotopy
(druhy dfevin), aviak samy o sob& neposkytuji odpovéd’ na kliCovou otazku, pro¢ se
Jednotliveé druhy krustikd vyskytuji pravé v téchto biotopech.
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4.2 Klifeni semen in situ

Vysévani "prachovych" semen pomoci ramecki na diapozitivy (Rasmussen & Whigham
1993), tedy metoda umoziujici pozorovat kliCeni za téméf ptirozenych podminek, vyrazng
posunulo hranice nafeho poznani v oblasti ekologie kli¢eni nejen u Orchidaceae (napfi.
McKendrick et al. 2002, McCormick, Whigham & O’Neill 2004), ale také u Monotropoideae
(Bidartondo & Bruns 2005). PestoZe je metoda usp&§né pouzivéna jiz 13 let, stile zistava v
oblasti ekologie kliceni mnoho otazek. Jeji Sir§i aplikace miZe piispét jak k ochrang
ohroZenych druhii rostlin, tak i k pochopeni obecnych zakonitosti parazitizmu mykotrofnich
rostlin.

Vysledky vysévaciho pokusu ukazaly, Zze dva druhy ze &ty studovanych krustiki, .
relativné vzacny silné kalcifilni druh E. afrorubens a Siroce roziifeny druh E. helleborine,
jsou schopne kli¢it velmi dobie na (témef) kazdé z pokusnych lokalit nezavisle na druhovém
slozeni dfevin ¢&i druhu dospélého krustiku piitomného na lokalité (obr. 2, tab. 8, 9). Semena
velmi vzacného autogamického druhu E. albensis kli¢ila velmi $patné, aviak kliéni reakce
byla zaznamendana téméf na v3ech lokalitach s riznymi druhy dospélych krustikd i rozliénym
dievinnym slozenim (obr. 2, tab. 8, 9). Semena vzacného téméf nezeleného druhu E.
purpurata nevyklicila vibec. Vyrazné hordi klieni semen ze zdroje HKU a Atr na domovské
lokalité, pifip. na lokalit€ s podobnym druhovym sloZenim dievin (tab. 8 a 9), je zplsobeno
spise celkové nizkou kvalitou lokality HKU (tab. 5), nez imkoliv jinym.

Vysledky pokusu mohou byt silné ovlivnény mnoha faktory. Obecné trendy v kliceni
jsou sice z vysledkt patme, avSak konecné pocty klicicich semen mohla velmi ovlivnit
ndhoda, protoze (1) byla vyhodnocena pouze jedna tetina vysetych semen, ¢imZ na jednu
lokalitu pfipad4a pouze 6 opakovani semen z jednotlivych zdrojovych lokalit. Vzhledem k
tomu, Ze v ramci lokalit vysevu byla pozorovina znadna heterogenita v rozmisténi
mykorhiznich hub, o ¢emz sv&d¢i rozdily mezi kli¢enim semen v jednotlivych blocich na
lokalité (tab. 3; pozorovano také ve studiich McKendrick er al 2000, 2002), je
pravdépodobné, Ze vliv nerovnomémeého rozmisténi hub na vysledné poéty bude znaény.
Zpisob kvantifikace kli¢icich semen (ii) je faktor, ktery také vyznamné ovliviiuje moZnost
porovnat vysledné pocty. Do sit&k byl pied zaloZenim pokusu vkladan pouze piiblizny pocet
semen, protoZe nebylo mozneé vloZit vzdy pfesné 250 miniaturnich semen. Nasledné viak byla
absolutng kvantifikovana pouze klidici semena (pocitat vSechna semena bylo Casové
nezvladnutelng), vysledné pocty proto nejsou plné srovnatelné. Velky vliv ma jistd také
celkova kvalita semen (iii) ~ z tabulky 4 je patmé, Ze variabilita v kvalité semen z riznych
populaci v ramci druhu E. kelleborine je vysoka, a pro druhy E. atrorubens a E. albensis byla
testovana semena pouze z jediné lokality (nezdafilo se nalézt zadné dalsi lokality s vhodnou
skladbou dfevin). Pokud tedy byla u E. albensis a E. atrorubens odebrana semena horii
kvality, napf. zatiZena inbredni depresi, budou vysledky velmi ovlivnény. Je proto nuiné brat
srovnavani kliCeni mezi jednotlivymi druhy (tab. 10, 11) s velkou opatrnosti. Vliv vlastosti
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piidy (iv) zatim nelze zhodnotit, protoZe nebyla provedena podrobni analyza pad na
jednotlivych lokalitach, ktera by mohla vést k tak jednoznaénym zavérim, Ze napf. k.
atrorubens je schopen klicit 1 na kyselej§ich ptdach, ackoliv dospélé rostliny rostou pouze na
vapencovém podlozi. Rozbor pid, kontrola zbylych rame€kid a daldi pfidatna pozorovani
budou provedena v ramci magisterskeé prace v sezoné 2006/07.

4.3 Riist embryi

Semena krustiki zadinaji kliCit pravdépodobné na jafe a nikoliv na podzim, jak se nékdy
uvadi v literatufe (van Waes 1984; usuzyje tak kvili rychlému poklesu Zivotaschopnosti
semen). Jarnimu nacasovani kli¢eni nasvédCuji pfima pozorovani v terénu (van der Kinderen
1995b, Rasmussen 1995), a také predpoklad, Ze semena terrestrickych temperatnich orchide;ji
maji morfologicko-fyziologickou dormanci (Baskin & Baskin 1998). Embryo je
nediferenciované a potfebuje pro uspéiné prolomeni fyziologické a nasledné i morfologické
dormance né€jaky impuls prostfedi. Tim mbZze byt vystaveni nizkym teplotam (v piipadé
temperatnich orchideji, Epipactis palustris, Rasmussen 1992), dal§im impulsem by mohl byt
také chemicky signal mykorhizni houby, tedy né&jaka latka produkovana jesté pied
(pozorovano u Neottia nidus-avis, McKendrick et al. 2002), nebo az po vstupu hyf do
suspenzorovych bunék embrya (pozorovano u Corallorhiza trifida, McKendrick er al. 2000).
Pokud by se teorie o poruSeni dormance diky signalu mykobionta ukédzala jako pravdiva,
umoziiovala by tato strategie sementm pieckavat dlouhodob& dormantni v pidé aZ do doby,
kdy bude kligeni spusténo pfitomnosti mykobionta rostouciho v t&sné blizkosti (McKendrick
et al. 2002).

Na prolomeni fyziologické dormance studovanych druhd kruStikd bude mit, kromé
chladové stratifikace, patmé nejvétsi vliv chemicky signal mykorhizni houby pied vstupem
hyfy do suspenzorovych bunék embrya. Velikostni kategorie 1b je totiz vétSinou prosta
infekce. Embrya mirnym zvétSovanim ztraci vnitini obal embrya a jsou priisvitng, coz byva
také vysvétlovano jako mobilizace zasobnich latek indukovana chemickym signalem
mykobionta (McKendrick e a/. 2002). Hlavni rist embryi nastiava aZ po infekci houbou a
formaci pelotonil. Tvorba pelotoni vede ke zvySeni obsahu vody v embryu, zvétSovani bunék
a vakuolizaci, coz nasledné vyusti v rapidni zvétSeni objemu protokormu (Yoder, Zettler &
Stewart 2000).

Kli¢eni semen epiparazitickych orchideji, pro jehoZ iniciaci je nuind mykorhizni houba,
se velmi 1i§i od kli¢eni semen luénich orchideji pojicich se s houbami z komplexu Rhizoctonia
agp. Semena napf. Dactylorhiza majalis jsou totiz schopna asymbioticky klicit az do stadia
protokormu s rhizoidy (Rasmussen 1995). Tato odlinost miZe odriZet obrannou adaptaci
nezelenych epiparazitickych rostlin, specializovanych na relativné uzsi spekirum symbiontl,
proti zbyteénym ztratam klicicich semen, kterd nenajdou spravného mykobionta. Naopak
mykorhizni partnefi lucnich orchideji, saprofytické houby, jsou v pidé pravdépodobné
viudypiitomni (McKendrick ef al. 2002).
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Klitici semena druhit E. helleborine, E. atrorubens i E. albensis vypadaji velice
podobng. U protokorm je dobfe patma oblast na bazi semene infikovand houbami, naopak
délivé meristémy na apikdlnim konci zlistavaji bez infekce. Hyfy proristajici rhizoidy
vyristaji z vnitfniho prostiedi protokormu. Tato pozorovéani se velmi dobie shoduji s
literarnimi Udaji (van der Kinderen 1995b, Rasmussen 1995).

Shlukovitou distribuci kli¢icich i parazitovanych semen v rameccich je moZné
interpretovat tak, Ze jedind houba (shluk hyf jednoho druhu) pravdépodobné ovliviluje vyvoj
vice blizkych semen najednou. Je mozné, Ze pokud je v jednom ramecku velké mnoZzstvi
kli¢icich semen, mohou si béhem ristu v tésné blizkosti zacit konkurovat o zdroj Zivin
(McKendrick ef al. 2002). To se viak nezda byt pravidlem alespoii v pocatecnich fazich riistu
semen. V prvnich dvou letech kliceni semen Corralorhiza trifida a Neottia nidus-avis byla
rychlost kliéeni (objem nejvétSiho protokormu) silné pozitivné korelovana s mnoZstvim
kli¢icich semen v rame¢ku, jejich mykorhizni houba podporovala jak kligeni, tak i rychly rtist
(McKendrick et al. 2000, 2002). U mnou studovanych druht krudtik( je patrna podobna
pozitivni zavislost (obr. 6 a 7), i kdyz v pfipadé E. atrorubens neprikazna.

4.4 Mykobionti protokormii a dospélych rostlin

Znalost mykorhiznich partnerd kliCicich semen epiparazitickych krustikd je zatim zalozena
jen na mikroskopickych pozorovanich. Ma vlastni pozorovani nepiezkatych svétle hnédych
hyf (tedy Ascomycota nebo Basidiomycota z okruhu Rhizoctonia agg.) v protokormech £.
atrorubens a E. helleborine jsou v rozporu s pozorovanim, které provedl van der Kinderen
(1995b) u kligicich semen E. helleborine. Van der Kinderen za mykorhizni povazuje houbu s
hnédymi, 3 pm §irokymi hyfami s pfezkami, tedy zastupce oddé€leni Basidiomycota nepatfici
do komplexu Rhizocronia agg. Hyfy s podobnymi morfologickymi charakteristikami jsem
pozorovala také, zda tvoii pelotony v protokormech se mi ale potvrdit nepodatilo. Je viak
moZne, ze v riznem prostiedi preferuji kli¢ici semena riizné mykobionty (van der Kinderen
bohuZel neuvadi v jakém biotopu semena inkuboval).

Podrobna morfologicka pozorovani mykobionti v kofenech dospélych rostlin E.
helleborine (Salmia 1988, Voigt 1991) poukazuji na pomalu rostouci mycelium, v dosp&losti
s hnédymi, bradavéitymi a relativné tlustosténnymi hyfami s interkalamimi meonilicidnimi
buiikami. Pozorované houby nebyly urCeny, nebyly vSak piifazeny do komplexu Rhizoctonia
agg. U ostatnich druhii epiparazitickych krustik, kterymi se v této praci zabyvam, doposud
nebyl uvefejnén morfologicky popis mykobionti.

Prilomovou metodou, obchazejici obtize s determinaci asexualnich stadii hub, je
molekulamni identifikace mykobiontd. Nicméné jeji $ir8i aplikace u krustik zatim chybi.
Dosud jedina, geograficky ani biotopové nepiili§ Sirokd studie (Bidartondo er al 2004)
odhalujici identitu mykobionti nékterych dospélych epiparazitickych orchideji my. 1 dvou
druhii krustiki, kierymi se zabyvam v této praci, upozoriuje na symbidzu E. atrorubens a E.
helleborine s obligatné ektomykorhizni vieckovytrusou houbou Tuber (lanyZz), piip. také
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Wilcoxina (u E. atrorubens). Molekularni determinace mykobiont (nad ramec bakalaiske
prace) z kofenti jednoho jedince E. atrorubens z Cepice a E. albensis z Libice ukazala, Ze
prvni druh tvoii na této lokalité mykorhizu s houbou rodu Wilcoxina, E. albensis s rodem
Tuber.

Diky znalosti morfologie a totoznosti mykobiontd dvou zminénych druhii lze uéinit
dalsi zavéry. Napadna podobnost morfologie mykobionta z kofenti E. helleborine z Lednice
(topolova alej) s mykobiontem E. albensis z Libice (topolova alej) miize znamenat, Ze 1 v
Lednici je mykorhiznfm partnerem krustikii pravé Tuber. U rostlin E. helleborine z ostamich
lokalit, ani u E. purpurata bohuzel nebylo provedeno podrobnéj§i mikroskopické pozorovani,
nelze tedy odhadnout totoZnost mykobionta. Morfologicky charakter mykobiontt protokormi
E. atrorubens a E. helleborine (ziizeni hyf pod ristovym vrcholem, nepfezkaté hyfy, Casté
vétveni hyf v pelotonech) opét pifipomina mykobionta E. albensis.

Kli¢eni semen riznych druhfi krustikd s houbou rodu 7uber a i jeho piitomnost v
kofenech vice druhii dospélych rostlin orchideji ze vzdalenych lokalit by signalizovalo, Ze
Tuber je pravdépodobné pomé&mé Siroce rozdifeny rod ektomykorhiznich hub i v nafich
zemépisnych §ifkach (rozifeni lanyzii v CR neni piili§ znamé; Kavkova, osobni sdéleni).
byly nalezeny u mnoha druhii stromd, mj. u Corylus avellana, Quercus robur, Fagus
sylvatica, Populus alba, P. nigra, Pinus sylvestris, Tilia platyphylios, Picea abies; De Roman,
Claveria & De Miguel 2005). Skutecnost, Ze u vSech dosud studovanych lesnich
epiparazitickych krustikd byl rod Tuber nalezen (kromeé E. distans, ale to miiZe byt zpisobeno
malym rozsahem studie Bidartondo ef al 2004), by mohla byt zajimava také z evolutniho
hlediska. Vzhledem k tomu, Ze u dalSich epiparazitickych druhi z tribu Neottieae se Tuber
mykorhizy netlastni (Bidartondo et al. 2004, Julou et a/. 2005, Girlanda et al. 2006), je
moZna symbioza s rodem Tuber v ramci tribu autapomorfnim znakem rodu Epipactis.
Symbi6za E. palustris s houbami komplexu Rhizoctonia agg. (Rasmussen 1992) je nejspis
sekundami a indukovana jeho pfechodem z lesniho do mokfadniho prostedi.

Mira kolonizace kofenti dospélych rostlin se li§i druh od druhu. Pozorovana stfedni mira
kolonizace kofenového systému druhil £. helleborine a E. atrorubens se dobie shoduje s
literarnimi idaji (napif. Prochézka 1980, Salmia 1989, Rasmusssen 1995). Nazory na miru
kolonizace kofent E. purpurata se viak v literatufe velmi rozchézi, nalézt 1ze jak informace,
Ze rostlina je silné mykotrofni (napf. Prochazka 1980), tak i tvrzeni, Ze kofeny jsou zcela bez
houbové infekce (napf. Rasmussen 1995). Velmi spora mykorhizni kolonizace kofenti tohoto
témef nezeleného druhu velmi stinnych lest, zaznamenana i v této praci, je vskutku zardZejici.
Vysledky je vSak tfeba brat s nejv&isi opatrnosti, nebot’ se nezdafilo vykopat cely kofenovy
systém a je moZné, ze ektomykorhizni parinefi rostou aZ v hlubich vrstvach pidy. Vétdinou
viak ektomykorhizni houby rostou ve svrchni ¢asti humusového horizontu (0-10 cm
hluboko), oviem i mezi jednotlivymi rody hub existuje velka variabilita v preferencich k
riiznym hloubkam ptdniho horizontu (Erland & Taylor 2002, Neville ef al. 2002).
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Zajimavy je také nalez velkého mnozstvi tmavych sterilnich mycelii (DSE) pravé v
kofenech E. purpurata. DSE jsou béznymi endofyty kofent mnoha rostlin (véemé orchideji),
kde se miizou vyskytovat Casto paralelné s mykorhiznimi houbami (napf. Ahlich & Sieber
1996, Jumpponen & Trappe 1998, Vujanovic, St-Amaud & Barabe 2000). PfestoZe je vSak
ekologicka funkce vét§iny mykorhiznich hub dobfe znama, role DSE ve vyZive rostlin zatim
nebyla zcela objasnéna. Zda se vSak, Ze vliv téchto hub na rist rostlin miZe kolisat od
negativniho, pres neutralni az k pozitivnimu, v zavislosti na podminkach prostfedi, druhu
konkrétni houby i rostliny (Jumpponen 2001, Addy, Piercey & Currah 2005, Vohnik,
Albrechtovd & Vosatka 2005).

4.5 Vitalita semen

Modifikovana metoda testovani vitality semen orchideji barvenim tetrazoliovou soli podle
van Waes & Debergh (1986a) oteviela moZnost zjist'ovat vitalitu semen nejen tropickych, ale
také temperainich orchideji. ProtoZe semena temperatnich orchideji maji relativné tlusty
vnitini obal embrya (Lucke 1981), je nutné jej pro biochemické barveni zpropustnit uméle
vapnénim. Jak ukazuje obr. 9 z experimentu, ve kterém se doba vapnéni pohybovala od 0 do
20 (28) hodin, vétsi mnoZzstvi Cervenych embryi bylo ziskano vétSinou mezi 4 az piiblizné 16
hodin trvajicim vapnénim. Men§i mnoZstvi nabarvenych embryi pied a po téio dobé znamena,
e néktera embrya maji méné& &i vice odolny obal embrya, neZ ostatni. Cast t&chto embryi se
potom v dobé, ktera je zvolena jako optimalni, neobarvi nebo se zbarvi do riizova, piestoZe
jsou normalné Zivotaschopna. Vysledky barveni tedy velmi zavisi na variabilité¢ v odolnosti
semen proti vapnéni a procento nabarvenych semen pii optimalni dob& vapneéni je tieba brat
jako minimalni mnoZstvi semen, ktera jsou skute¢né Zivotaschopna (van der Kinderen 1995a).

Optimélni doba vapnéni semen E. helleborine a E. atrorubens jiz byla uvefejnéna v
literatufe (van Waes & Debergh 1986a). Popsané vysledky ale mohou byt velmi ovlivnény
vlastnostmi chemikalie pouzité na vapnéni semen (napf. mnozstvi aktivniho chléru, ktery
zpropusini osemeni) a je proto vhodné pfed barvenim semen dobu ovéfit vlastnim
experimentem. Vysledna optimdlni doba vapnéni semen E. atrorubens odpovidd dobg
uddvané v literatufe (van Waes & Debergh 1986a), semena E. helleborine se viak jevi lepsi
vapnit semena pouze 8 h, nikoliv 12 h, jak je uvadéno (van Waes & Debergh 1986a). Pii této
dobé je nejen procento Cervenych semen nejvétsi (obr. 9), ale také mnozstvi nenabarvenych,
piip. jiz mrtvych semen je nejniz§i. Semena E. purpurata se jiz po dvou hodinach vapnéni
konstantné barvila na hladiné 30% &ervenych semen. To miZe znamenat, bud’ Ze semena s
tenkym, stfedné tlustym a tlustym obalem embrya jsou zastoupena relativng stejné pocetné,
nebo Zze semena kL. purpurata vydrzi 1 del3i doby vapnéni nepoSkozena. Nizké barvitelnost
semen E. albensis by mohla byt zplGsobena nizkou kvalitou semen. Semena self-
kompatibilnich druhii orchideji mohou byt totiZ po samoopyleni zatiZena inbredni depresi,
¢imz se jejich kvalita vyrazné zhorsi (Tremblay er al. 2005). E. albensis je viak obligainé
autogamicky druh a podle Jain (1976) je moZné, Ze semena druhG rozmnoZujicich se
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autogamii pravidelng inbredni depresi zatiZzena nebudou, protoZe $kodlivé recesivni alely jiz
byly z populace vyselektovany.

Trend poklesu barvitelnosti semen béhem skladovani se také shoduje s literdrnim
udajem (van Waes 1984). van Waes ale udav4, Ze semena E. helleborine ztratila schopnost
obarvit se jiz po 4 tydnech skladovani za pokojové teploty a po 12 tydnech skladovani v
lednici. Semena E. atrorubens se nenabarvila jiz po 2 tydnech skladovani za pokojové teploty.
Navic se barvitelnost semen L. helleborine pohybovala jen kolem 26% Cervenych semen (van
Waes & Debergh 1986a). Ob& pozorovani jsou v rozporu s mymi vlastnimi, kdy se semena E.
helleborine barvila ze 76% a i po 7 mésicich skladovéni semen v lednici se do &ervena stale
barvilo kolem 20% semen. Podobny rozpor byl pozorovan i u semen E. atrorubens, ktera se
po 8 mésicich skladovéani stale barvila do ¢ervena cca z 15%. Van Waes (1984) a van Waes &
Debergh (1986b) dale udavaji, Ze mnoZstvi kligicich semen v asymbiotickych in vitro
experimentech dobie koresponduje s mnozstvim nabarvenych semen. Ztratu barvitelnosti
vysvétluje jako snizeni Zivotaschopnosti semen a domniva se také, Zze kvali rychlé ztraté
vitality, musi semena krustikt kli¢it jiz na podzim bezprostfedng po dozrini. Av3ak ve
vysévacich pokusech in sifu van der Kinderen (1995b) pozoroval, Ze semena kli¢i a7 na jafe a
Ze procento skutetné kli€icich semen dalece pfevySuje mnoZstvi semen, které se tetrazoliovou
soli obarvilo. Neschopnost nabarvit se tetrazoliovou soli pfi¢itd poklesu schopnosti
transformovat tetrazoliovou sil na éervené barvivo, spiSe neZ ztraté Zivotaschopnosti. Semena
se nejspi§ stanou kratce po dozrani dormantnimi, coz umozZfiuje pomalé bobtnani pfes zimu
(inhibitory riistu neovliviiuji bobtnani semen; Black 1983), a zaroveii blokuje daldi vyvoj az
do momentu kolonizace mykorhizni houbou.

Vyznamnou roli v udrZeni vitality semen v pudé tak pravdépodobné& hraje pomalé
bobtnani embryi, které v laboratornich podminkach neni umoZné&no. Je tedy mozné, Ze
pocatecni procento nabarvenych semen velmi zavisi na dobé sbéru semen a tedy na tom, zda
semena jsou jiz dormantni ¢i nikoliv. OvSem nasledny pokles barvitelnosti je ovlivnén ziratou
vitality semen skladovanim v neadekvéinich podminkach. Myslenku vlivu fyziologické
dormance a né&jakého "affer-ripening" mechanismu, ktery ji spoudti a uplatfiuje se v dobg
dozréni, dokud jsou semena na matefské rostling, podporuji jak literdrni, tak vlastni
pozorovani. Nezrald semena mnoha orchideji, mj. 1 Epipactis gigantea, klii in vitro vyrazng
lépe nez plné dozrdla semena (Baskin & Baskin 1998). Semena E. atrorubens sebrani v
terénu piiblizné€ mésic po dozrani se barvila velice malo, naopak semena sebrana v dobg zrani,
skladovana mésic v laboratofi, se barvila vyrazné lépe. Podobné i semena E. albensis sebrana
14 dni po dozrani, tvarové zcela normalng vyvinutd, vykazovala velmi malou barvitelnost
oproti sementim sebranym kratce pfed puknutim tobolek.

4.6 Zavér

Z vysledki 1 diskuse je zfejmé, Ze v ekologii krustikli stile zstAvda mnoho nevyfeienych
otazek. Mezi klicové jisté patii otazka, jak vysvétlit schopnost semen nékterych druht kligit
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na velmi riznorodych lokalitach ¢ naopak nekli¢ivost semen jinych druhid, v kontrastu se
skuteénym vyskytem dospélych rostlin. O pfi¢inach nelze zatim formulovat pfesné hypotézy,
nebot’ bylo vyhodnoceno pouze malé¢ mnozstvi vzorkl, nejsou znamy pidni charakteristiky
lokalit a chybi také detailni znalost mykorhiznich partnerti zjisténa pomoci molekulamich
metod. Pfesto snad lze alespofi nastinit, jaké jsou perspektivy dal§iho vyzkumu a k jakym

zavérum by mohl dospét.

Je rozdil mezi klifivosti semen vysetych na vlastni ¢i cizi lokalité a co hraje
Kli¢ovou roli v dal¥im ristu rostlin? Pokusy se semeny zelenych epiparazitickych orchideji
vysetych na riiznych lokalitach s riznymi druhy orchideji zatim chybi, nabizi se ale srovnani s
velmi podobnou studii provedenou na nékolika druzich z podEeledi Monotropoideae
(Bidartondo & Bruns 2005). Vysledny obrazek, ktery studie podava, je takovy, Ze semena na
puvodni lokalité kli¢i jen s houbami své matefské rostliny €i s blizce pfibuznymi druhy hub,
tyto semena v3ak rostou podstatng hif. Vyjimku tvoli semena vyseta na neptlivodni lokalité,
ktera jsou schopna tvofit mykorhizu i s "cizim" mykobiontem, a ¢asto s nim rostou i vyrazng
lépe. Je tedy moZné, Ze v symbiéze mohou byt zahrnuti i "naivni" mykobionti, ktefi rist
podporuji stejné dobfe a nebo 1épe. Vzhledem k absenci téchto "cizich" mykobiontd v
kotenech dospélych rostlin je viak pravdépodobné, ze béhem ontogeneze mykotrofa se tato
symbidza ukaZe jako nevhodna a vyusti bud’ v odumfeni rostliny, zhoreny rist nebo ve
zménu mykobionta (obr. 11). Podobny vyvoj vztahu mykotrof-houba bude pravdépodobng
nalezen také u nezelenych orchideji a kliceni semen je tedy relativné méné specifické.

prachova U  krustik  je
semena
bobtnani

situace komplikovangjsi
tim, Ze se (pfingjmensim
nékteré) druhy poji se

dormantui semena > © sttm_ulacfa houbou

fylogene- ,” | stimulace . “_v . e .
o . |boubou  Zzidta Zivotaschopnosti Sir§im spektrem partneri
Sitte A 4 ):\ nez nezeleng

¢ semenidt- - - kolonizace houbou Monotropoideae. E
m;m zalozeni atrorubens se poji s vice
hostitele | MYROUIEY rody velmi vzdalend

‘ WA o dostatet v piibuznych hub (veemeé
rodu Tuber), pro E.
N [ helleborine  je  zatim
N Y

kveteni

znama symbidza jen s
rodem Tuber, piiCemi
Obr. 11. Faze vyvoje mykoheterotrofnich rostlin a jejich vztah k zahmuto bude nejspis

hostitelskym houbam. Pievzato z Bidartondo (2005), upraveno. sl kil Tiber setii
zd4 byt pom&mé Siroce roz§ifenym rodem ektomykorrhiznich hub. Je moZné, Zze chemicky
signal hub z tohoto rodu indukujici kli€eni je velmi podobny a semena téchto druhi kruStika
vykli¢i velmi dobfe s mnoha druhy lanyZii (nebo i jinymi druhy hub) a to i na ponékud pro
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dospélé rostliny neobvyklych lokalitach (v pfipadé E. atrorubens). ProtoZe se dospélé rostliny
poji se §ir§im spektrem mykobiontl a pravdépodobné nevykazuji tak silné preference ke
konkrémimu druhu houby, je nasnadg, Ze selekce na mykobionta v protokormech b&hem
vyvoje nebude tak tvrda jako u Monotropoideae a dal$ich nezelenych orchideji.

Pokud se dale ukaze, ze se semena 1 dospé&lé rostliny opravdu poji s Sirokym
(ptekryvajicim se) spekirem hub, tak potom skutetné omezeni, které déla nékteré druhy
zelenych epiparazitickych orchideji tak vzacnymi, budou patmé pidni faktory, jejichz vliv
vstoupi do vyvoje rostliny az pozdgji. Velky kli¢ni potencial druhu £ atrorubens a jeho
nesoulad s aktualnim roz§ifenim (napf. na jizni Moravé jiz nejsou Zadné recentni lokality a
druh je povaZzovéan za silné& ohroZeny) viak bude potiebovat hlubsi proSetieni.

Co je piitinou neklifivosti semen nékterych druh@? Spatnd, piip. nulova kligivost
semen druhii £E. albensis a E. purpurata miuze mit vice pfi¢in. Na viné mize byt (i) mala
Zivotaschopnost semen, pfestoze byla embrya tvarové uplné normalni a abortovana embrya se
vyskytovala jen vzacng. Zdrojoveé populace E. purpurata, pouzité v této studii, Citaly kolem
dvaceti jedinct, ¢imz je pravdépodobnost piibuzenského kfiZzeni a nasledného sniZeni kvality
semen vysoka. /. albensis je obligatné autogamicky druh a negativni vliv samooplozeni je
proto nejednoznadny (viz bod 4.5). O dalsim vysvétleni (ii) lze jen spekulovat, protoZe neni
znamo s jak Sirokym spektrem mykobiontl se krustiky poji. Je moZné, Ze E. purpurata a E.
albensis vyzaduji pro vykli¢eni i riist v dospélosti velmi specifického mykobionta (¢ nékolik
malo blizce pfibuznych mykobiontl), podobné jako néktefi jini nezeleni mykotrofové.
Semena jsou schopna lezet deldi dobu zbyinéla a dormantni v piidé a vyckavat na chemicky
signél vhodného mykobionta, pfip. (ii1) mohou potiebovat delsi klidové obdobi v piidé (napf.
kli¢eni u nezeleného druhu Corallorhiza maculata bylo pozorovano aZ po dvouleté inkubaci v
puds, Taylor et al 2002; u jinych nezelenych orchideji v3ak nastalo vétSinou dfiv,
McKendrick et al. 2000, 2002). K zavéru, Ze tyto dva druhy by mohly svou rastovou strategii
(dlouha dormance, potfeba specifického mykobionta) pfipominat nezelené rostliny vice nez
zelené, by mohla vést u E. purpurata mala listova plocha, v podstaté modrofialova barva
rostlin a rist v nejstinngSim prostiedi ze viech studovanych druhi a tedy i zjevna
nedostateénost fotosyntézy. V pfipadé E. albensis pak schopnost pfeckavat dlouhé roky v
pidé. Pro oba druhy je také typickd absence nekvetoucich prytl, coz je charakteristické pro
nezelené orchideje, které preckavaji vétSinu Zivota pod zemi a nad zem vyrostou jen za
ucelem reprodukce (Prochazka 1980). Jisté se také nesmi zapomenout na dal$i (iv) moZnou
pii¢inu nekli¢ivosti semen E. purpurata — vzhledem k absenci mykobionta v homich &astech
kofenti dospélych rostlin (viz bod. 4.4), je moZné, Ze se tyto houby vyskytuji aZz v hlubsich
pidnich horizontech a ne v povrchovych humusovych vrstvach, kde byla semena zasazena.

Pokud tedy pfijmeme prvni nebo druhou hypotézu toho, pro¢ semena nekli¢i, 1ze dale
rozveést myslenku o tom, proc jsou tyto dva konkrétni druhy krustikii vazané jen na luzni les v
piipad€ E. albensis nebo na habiiny a buiny v pfipadé E. purpurata. Pokud je tedy pficinou
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neklidivosti semen jen nizka vitalita semen, potom faktorem omezujicim rozsifeni dospélych
rostlin mohou byt (podobné jako u E. atrorubens) patrné pudni faktory — chemismus ptdy ¢&i
vodni rezim. Pokud je viak pri€inou nekli¢ivosti nutnost velmi specifického mykobionta,
znamend to, Ze ektomykorhizni houba je striking vdzéna jen na konkrétni druh dfeviny, pfip.
na konkrétni typ ptdy? JestliZe pfijmeme vazanost mykorhizni houby napi. u E. albensis jen
na topoly a ne napf. na lipy, které se hojné vyskytuji i v jinych typech lesa, zlistavaji
zarazejici ob&asné nalezy populaci E. albensis na lokalitach bez topola (Rydlo 1989). Tato
skutetnost viak miize mit také vice vysvétleni — bud’ je doty¢na houba schopna rust 1 na
jinych stromech, ale jen vzacng, nebo je E. albensis (v men$i mife) schopen riistu i s jinymi
houbami. Vzhledem k nadi pramalé znalosti ekologie spole¢enstev i jednotlivych druhti
ektomykorhiznich hub a jen nedokonalé znalosti mykorhiznich partnerti dospélych krustika
viak lze st&Zi formulovat presné&jdi hypotézy. OvSem dali pii€inou, ktera mlZe vnadet
nesrovnalosti do hypotéz a pfedpokladt, je obtizna determinovatelnost tohoto druhu, ktery byl
vydélen z velmi varabilniho okruhu E. helleborine agg., coz mize vést k omylim v jeho
uréeni.

Alesponi ¢ast diskutovanych problémt a otdzek by méla zodpoveédét navazujici
magisterska prace. Budou zkontrolovany zbyvajici rametky, coz ukédZe, zda je nekli¢ivost
semen E. purpurata zpisobena jejich pomalou ontogenezi, dale budou provedeny analyzy
ptd a molekulami identifikace mykobiontii protokormi a dospélych rostlin. Tato zjiSténi pak
pomohou odpovédét na otazku, zda je rozsifeni rostlin urovéano specifitou k mykorhiznim
houbam & plhdnimi faktory. Bylo by vhodné se zaméfit také na to, do jaké miry jsou
studované druhy krudtikti zavislé na vyzivé houbami, tj. do jaké miry vystadi s produkty
vlastni fotosyntézy, coZ by opét mohlo poodhalit alespoii ¢ast slozitych vztahti mezi houbou -
rostlinou - prostfedim.
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Priloha 1
Vegetadni snimky lokalit vysevu

1. lokalita Alb: oteviena topolova alej v komplexu luznich lesi asi 1,4 km JZ kostela v obci
Libice nad Cidlinou (okres Nymburk, Stfedo¢esky kraj); 21. 8. 2005; exp. 5° J; 50° 07' 23"
s.5., 15°09' 38" v.d., 5m x 8m, Braun-Blanquetova deviti¢lenna stupnice.

Es: 60%, Populus x canadensis 3, Acer platanoides 2a, Acer campestre 1, Fraxinus excelsior
Ei: 95%, Acer platanoides juv, +, Fraxinus excelsior juv. r, Arrhenatherum elatius 3, Cirsium
arvense 2a, Dactylis glomerata 2a, Geranium pratense 2a, Anthriscus sylvestris 1, Arctium sp.
1, Artemisia vulgaris 1, Galium album s. lat. 1, Geum wurbanum 1, Pimpinella major 1,
Plantago major 1, Potentilla reptans 1, Ranunculus repens 1, Sanguisorba officinalis 1, Vicia
sepium 1, Viola riviniana 1, Cirsium canum +, Epipactis albensis +, Fallopia convolvulus +,
Lamium album +, Urtica dioica +, Tragopogon orientalis

2. lokalita Atr: opustdny vapencovy lom asi 0,5 km SZ kostela v obci Cepice (okres Klatovy,
Plzetisky kraj); 26. 8. 2005; exp. 0°; 49° 16' 09" s.§.,, 13° 35' 20" v.d., 7m x 7m, Braun-
Blanquetova deviti¢lenna stupnice.

Esz: 10%, Pinus sylvestris 2a, Populus tremula +

Ei: 60%, Pinus sylvestris juv. 1, Populus tremula juv. 1, Cornus sanguinea juv. +, Quercus
robur juv. -+, Calamagrostis epigejos 2a, Coronilla varia 1, Epipactis atrorubens 1,
Euphrasia sp. 1, Hieracium pilosella 1, Lotus corniculatus 1, Lychnis viscaria 1,
Melampyrum pratense 1, Melilotus albus 1, Ononis repens 1, Potentilla heptaphylia agg. 1,
Achillea sp. +, Anthyllis vulneraria +, Fragaria vesca +, Linum catharticum +, Polygala
comosa +, Rubus sp. +, Sanguisorba minor +, Scabiosa canescens +, Thymus pulegioides +,
Carex pilulifera 1, Carlina vulgaris 1, Galium pumilum r, Heracleum sphondylium r,
Medicago lupulina r, Taraxacum sect. Ruderalia r

3. lokalita HMi: stinny kulturni les asi 1,6 km JV kostela v obci Milovice (okres Brieclav,
Jihomoravsky kraj); 21. 8. 2005; exp. 0°, 48° 50' 36" s.§., 16° 42' 52" v.d.; 8m x 8m; Braun-
Blanquetova deviti¢lenna stupnice.

E3: 80%, Tilia cordata 3

Ea: 5%, Tilia cordata +

Ei 30%, Tilia cordata juv. 2a, Acer pseudoplatanus juv. 1, Fraxinus excelsior juv. 1,
Ligustrum vulgare juv. 1, Acer campestre juv. +, Acer platanoides juv. +, Cornus sanguinea
juv. +, Prunus avium juv. +, Carpinus betulus juv. r, Quercus robur juv. r, Alliaria petiolata
2a, Dactylis glomerata agg. 2a, Asarum europaeum 1, Chaerophylium temulum 1, Clematis
vitalba 1, Fragaria sp. 1, Geum urbanum 1, Pulmonaria officinalis agg. 1, Bromus sp. +,
Epipactis helleborine +, Poa nemoralis agg. +, Cephalanthera damasoniwm t

4, lokalita HLe: oteviena topolova alej v komplexu luznich lest asi 1,5 km V kostela v obci
Lednice (okres Bieclav, Jihomoravsky kraj); 24. 4. 2005; exp. 2° JIV; 48° 47' 55" 5.5., 16°49'
08" v.d.; 5m x 8m; Braun-Blanquetova deviti¢lenna stupnice.

Es: 60%, Populus x canadensis 3

Ez: 10%, Prunus avium +, Cornus sanguinea r

Ei: 75%, Acer campestre juv. +, Holcus lanatus 2b, Carex acutiformis 2a, Festuca rubra 2a,
Galium album s. lat. 2a, Poa pratensis 2a, *Epipactis helleborine 1, Geranium pratense 1,
Achillea millefolium agg. 1, Ajuga reptans 1, Centaurea jacea 1, Colchicum autumnale 1,
Galium boreale 1, Glechoma hederacea 1, Pastinaca sativa 1, Veronica persica 1,



*Cephalanthera damasonium +, Anthriscus sylvestris +, Potentilla reptans +, Fragaria viridis
+, Lathyrus pratensis +, Ranunculus acris +, Vicia cracca +

*na lokalité se vyskytuje aZ od ervna

5. lokalita HKU: svétly suchy les na vapenitém podloZi asi 3 km VVIJ kostela v obci
Kamenny Ujezd (okres Ceské Budgjovice, Jihoesky kraj); 1. 5. 2005; exp. 0°; 48° 53' 41"
s.5., 14° 24'41" v.d.; 8m x 8m; Braun-Blanquetova deviti¢lenna stupnice.

Ea: 65%, Picea abies 4, Pinus sylvestris 1

Ez: 40%, Corylus avellana 3, Daphne mezereum 1, Rubus idaeus 1

E;: 30%, Picea abies juv. 1, Pinus sylvestris juv. +, Rosa rugosa juv. +, Sorbus aucuparia
juv. +, Mercurialis perennis 2b, Convallaria majalis 2a, Hieracium lachenalii 2a, Aquilegia
vulgaris 1, Campanula trachelium 1, Cardaminopsis arenosa 1, Carex digitata 1, *Epipactis
helleborine 1, Hedera helix 1, Lathyrus vernus 1, Rubus idaeus 1, Taraxacum sect. Ruderalia
1, Euphorbia cyparissias +, Fragaria sp. +, Hepatica nobilis +, Trifolium repens +,
Astragalus glycyphyllos t

*na lokalité se vyskytuje az od ¢ervna

6. lokalita PMi: stinny okraj dubohabiiny asi 2 km JJZ kostela v obci Milovice (okres
Bteclav, Jihomoravsky kraj); 24. 4. 2005; exp. 3° JV; 48° 50" 12" 5.5, 16° 41' 22" v.d.; 10m x
10m; Braun-Blanquetova deviti¢lenna stupnice.

E;: 80%, Carpinus betulus 4, Populus tremula 2a, Tilia cordata 1

Ez: 15%, Tilia cordata 2a, Corylus avellana +

Ei: 25%, Acer campestre juv. 1, Anemone ranunculoides 2a, Ficaria bulbifera 2a, Galium
odoratum 2a, Alliaria petiolata 1, Asarum europaeum 1, Campanula sp. 1, Convallaria
majalis 1, Dactylis polygama 1, *Epipactis purpurata 1, Heracleum sphondylium 1, Galium
schultesii 1, Polygonatum multiflorum 1, Carex pilosa +, Isopyrum thalictroides +, Lathyrus
vernus +, Lilium martagon +, Pulmonaria officinalis agg. -+, Viola reichenbachiana +,
Cardamine flexuosa r, Moehringia trinervia

*na lokalité se vyskytuje az od ¢ervna

7. lokalita PPe: stinna dubohabfina karpatského typu asi 2,5 km JJZ kostela v obci Brmo-
Bystrc (okres Brno-venkov, Jihomoravsky kraj); 16. 9. 2005; exp. 6° JV; 49° 12' 46" s.5., 16°
31' 09" v.d.; 10m x 10m; Braun-Blanquetova deviti¢lenna stupnice.
Es: 97%, Tilia cordata 3, Carpinus betulus 2b, Populus tremula 2b
E1: 80%, Tilia cordata juv. 1, Acer pseudoplatanus juv. +, Populus tremula juv. +, Quercus

robur juv. 1, Carex pilosa 4, Asarum europaeum 2a, Galium sylvaticum 2a, Hepatica nobilis
1, Lathyrus vernus 1, Pulmonaria obscura 1, Viola reichenbachiana 1, Campanula
trachelium +, Epipactis purpurata +, Galeobdolon sp. +, Maianthemum bifolium +,
Polygonatum multiflorum +, Stellaria holostea +, Dactylis polygama 1, Euphorbia
amygdaloides r, Neottia nidus-avis r



Priloha 2
Fotodokumentace






Tabule 2

a) Kofenovy systém dospélych rostlin krustiki — vlevo E. atrorubens (z Cepice), vpravo E.
helleborine (z Kamenného Ujezda); na kofenovém systému E. afrorubens jsou dobfe patrné
tmavé houbou silné kolonizované kofeny a svétlé kofeny bez houbové kolonizace.

b) Podélny fez kotenem E. atrorubens; v kofeni jsou vidét charakteristicka klubiCka tvofena
houbou rodu Wilcoxina.

¢) Piiény fez kofenem E. atrorubens.

d) Piiény fez kofenem E. albensis.

e) Priény fez kofenem E. helleborine (z Kamenného Ujezda).

f) Detail pelotont v kofeni E. helleborine (z Lednice).

g) Stravené pelotony v kofeni E. purpurata; v buiikdch jsou patrnd hypertrofni jadra
rostlinnych bunék.

h) Mykobiont v kofeni E. purpurata.

i) Tmava sterilni mycelia (DSE) v nabarveném kofenu E. purpurata.

j) Tmava sterilni mycelia (DSE) v nabarveném kofenu E. purpurata; detail mikrosklerocii.

k) Tmava sterilni mycelia (DSE) v nabarveném kofenu E. purpurata; hyfy s kulovitymi
zelenymi utvary v jednotlivych buiikéch.






