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1. Uvod

Mykorhizni symbiéza je vzgjendrvyhodné asociace meziilemy vysSich rostlin a hub, ktera
vznikla pravé@podobré v obdobi ordoviku fiblizné pired 460 milidny let (Redeckeet al, 2000).
Tento druh mutualismu byva ozftwvan jako vzajemhivyvazeny parazitismus zaloZzeny na ¥
latek (Bidartondo et al, 2005). Mykorhizni symbiéza je charakterizovanariwu unikatnich
houbovych struktur v hikdch a mezi rostlinnymi hikami. Co se t§e vyneny latek, tak houba
obvykle poskytuje rostli#vodu, dusik, fosfor a mineralni latky a rostlirevé houb fotosyntetické
asimilaty a #stove latky. Tento typ vztahu je obeécrozSteny a jen #Bkolik rostlinnych celedi
vysSich rostlin ma tvorbu mykorhiz zimé¢ omezenou nebo jsou zcela nemykorhizni (Brundrett,
2009). Jedna se ndklad o celedi brukvovité (Brassicaceae), sitinovité (Jueeag, Sachorovité
(Cyperaceae), dkhkovité (Lemnaceae), hvozdikovité (Caryophyllafeag merlikovité
(Chenopodiaceae).

Mezi houby Zijici v mykorhizni symbi6ze pariazné druhy hub z odteni Glomeromycota,
Ascomycota a Basidiomycota, jejichz plodnice jsald yiditelné pouhym okem, tak i mnohem
mért ndpadné skryvajici se vigE. Tento vztah povazovany za mutualismus je &ahkyt, Ze ¥tSina
mykorhiznich hub, zvla8t pak oddleni Glomeromycota by bez své hostitelské rostliny
pravdépodobré vyhynula. Totéz plati pro mnoho hostitelskych linskteré by se také neobeSly bez
mykorhiznich hub.

Typy mykorhiznich symbi6z seéll na endomykorhizu a ektomykorhizu. Endomykorhssa
vyznauje pronikanim mycelia mykorhizni houby do w¥niho prostoru butk hostitelova kéene.
Za endomykorhizu je povazovana arbuskularni, edikioia orchideoidni mykorhizni symbidza.
Ektomykorhiza je charakteristicka tim, Ze se mykorh houba nachézi pouze v intercelularnim
prostoru a vyskytuje se té&mnvylucné u drevin. Rechodnou formou mezi ektomykorhizou a
endomykorhizou je ektendomykorhiza, pro kterou fearakteristické to, Ze sefipnormalni
ektomykorhize dostavaji hyfy také dovniiurck korenové pokozkyi kary. Ektendomykorhiza se
vyskytuje u rkterych devin a u arbutoidni a monotropoidni mykorhizni sydalp (Gryndler,
2004).

Mycelium mykorhizni houby nezasahuje do celéhdeke, ale orientuje se jen na&ktera
pletiva, a to na ki@novou pokozku (rhizodermis) a nar&novou (primarni) &ru, coz je zpravidla
nékolik dalSich vrstev busk pod kdenovou pokozkou. Mycelium mykorhiznich hub nikdy
nepronikd do kifenového sedniho valce, ktery obsahuje cévni svazky. Mykarhgymbitza je
typicka pro cévnateé rostliny, které maji delyyvinuté kdeny, ale byly zaznamenany mykorhizy i u
rhizoida bezcévnych rostlin.

Mykorhizni houby se nevyskytuji vapgé nahods, ale jejich vyskyt zavisi na tom, jaké&dgni
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horizonty osidluji (Dickie et al, 2002). Mykorhizni houby se obecnejvice vyskytuji na povrchu
pudy (Gryndler, 2004).

Oc¢ekévalo by se, Ze v jednom rostlinném druhu buderjeyp mykorhizy, ale nemusi tomu tak
byt vzdy; u drui Quercus agrifolia (Egerton-Warburton a Allen, 2001) Helianthemum
nummularium(Read et al, 1977) byly zji&ny dva 6zné typy mykorhizni symbidzy, a to
arbuskularni mykorhiza a ektomykorhiza. U topdtopulus tremuloidesylo pozorovano na
jednom kdenovém systému, Ze houby tvalva izné typy mykorhiz tvienymi iznymi druhy
hub, jejichz distribuce se liSi v zavislosti nautloe midy (Neville et al, 2002).

Pokud se podivame, jaké typy mykorhiz fivgednotlivé skupiny rostlin, tak krytosemenné
rostliny se dastni vSech tyjpmykorhiznich symbiéz. Nahosemenné rostlinyithektomykorhizy a
ektendomykorhizy, meén¢asto arbuskularni mykorhizy, které se daji nalégt.rnu tisucerveného
(Taxus baccata Arbuskularni mykorhizni symbioza je typicka pegkasy (Cycadaceae) a pro
rostliny z ¢eledi blah@detovité (Araucariaceae). Kaprarosty, které maji vyvinuta vodiva pletiva,
tvoii ve velké ¥tSine arbuskularni mykorhizy (Read, 2000). Nachazimglieu sporofyt, tak i u
prvoklicka (Harley a Harley, 1987). Velntiasto mykorhizni jsou také zastugeiedi plavuiovitych
(Lycopodiaceae) a jazykovitych (Ophioglossaceaagpn arbuskularni mykorhizy bylaiika
zaznamenana i ektomykorhizni symbidza ifldpd u Dryopteris filix-mas (kapral’ samec).

Mechorosty, pokud tvd mykorhizni symbidzu, tak vesikulo-arbuskularninig a Read, 2008)

1.1. Spoléna mycelialni st’

Ve WétSirg rostlinnych spol&enstev dominuji mykorhizni rostliny. To se tyki&egevsim savan,
luk, borealnich, temperatnich a tropickychalegétSina mykorhiznich hub neni specificka a tedy
jeden druh houby dokaze kolonizovat vice rostlinedaou. Wtvdi se tedy jakasi spalaa
mycelialni sf propojujici jednotlivé rostliny tédéi nezavisle na jejich druhu. V neporusenych
ekosystémech ziskavaji rostliny vice nez 80% duailkice nez 90% fosforu od mykorhiznich hub
(van der Heijden et al, 2009). Kron¢ ziskavani limitujicich latek poskytuje mykorhizet’
rostlinam i dalSi vyhody. JdegdevSim o zvySenou odolnositvstresu, suchu a patogan. Mezi
hlavni funkce mycelialnich siti gatpiijem Zzivin a prevence jejich vymyvani, podporacétii
semen, recyklace Zivin a ushi@adani disperze bakterii (van der Heijden al, 2009). Mykorhizni
asociace se o8gicuji predevsim na stanovistich chudych na Ziviny, kde tpogi stimuluji nist
rostlin. V mistech chudych na Ziviny je mykorhizrduba schopna transportovat uhlik ziskany od
jedné hostitelské rostliny k rostéirdruhé (Smith a Read, 2008). Tento fakt je vSakéudrat s
rezervou. H vysoce 0zivné fd¢ nema pitomnost mykorhiznich hub duzadny efekt nebo lehce

negativré ovliviiuje rist rostlin z dvodu odebiranéasti jejich asimildt houbou. DalSimi funkcemi
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mycelialni si¢ jsou obohacovanidganiho prostedi organickymi latkami ziskanymiigfotosyntéze
(Wu et al, 2002)¢i stabilizace gidnich agregidit

Mimokorenové mycelium hraje velmiiteZitou roli @i prijimani Zivin rostlinou, g rozSicovani
se na mista bohatéa na Ziviny a prgyadobr i pii kompetici s ostatnimigmnimi mikroorganismy.
U vSech hub je znamo, Z«ijpmaji anorganické latky, nicménbylo zjiS€no, Ze houby tvdci
ektomykorhizu a erikoidni mykorhizni symbiézu mohgijimat i organicky dusik a fosfor, a tim
vyznam piispivat k zasobovani rostliny dusikem a k jeho kéthol v ekosystému.

1.2. Mykoheterotrofie

Rostliny jsou BZzr¢ autotrofni organismy, které ziskavaji své Zivinghradré z abiotického
prostedi. Mezi vyjimky pat poloparazité, kié sice asimiluji, ale berou gast asimilai z jinych
rostlin. Nekteré rostliny jsou také schopnést své pdeby organického uhliku pokryt diky asociaci
s mykorhizni houbou &ast ziskat fotosyntézou. Takové rostliny jsou namgvmixotrofni.

Mezi mixotrofni druhy se&adi mnozi zastupci z tribu Neottieae, fiklad rod Cephalanther&li
Epipactis(Selosseet al, 2004).

Nekdy ale rostlina ziskava organické latky pouze poinmeykorhizni houby a samailvec neni
schopna fotosyntézy. V pateni fazi kliceni semerti spor se Uplna zavislost naijmu uhliku od
mykorhiznich hub tyka asi 30000 dfuhostlin, coz pedstavuje asi 10% drtlcelé rostlinné&ise
(zejménaxteledi Orchidaceae, Monotropaceae) (Leake, 2005toTjev se prawtpbodobré vyvinul
béhem evoluce mnohokrat nezavisle nassgleake, 1994).

Ve studii (Gebauer a Meyer, 2003) bylo &, Ze vice nez 80 % uhliku poskytnutého
nékterym mixotrofnim orchidejim pochéazelo od houbytddhto rostlin je také znamo, Ze jejich
houby tvdi ektomykorhizu s okolnimi stromy, které jim slouyako zdroj uhliku, Ziji tedy v
trojstranné symbioze (Selosset al, 2004, Julou et al, 2005). Jde i@devSim o &olik druha
lesnich orchideji, které rostou na stinnych mist&ihem evoluce doSlo kipchodu na mixotrofii
u nrekolika lesnich rostlin, které zily v podrostu alstli houbu se stromy ze dvouivbdi; aby
vyvazily malo s¥tla a zapic¢inily vznik mykoheterotrofnich rostlin (Bidartondoet al, 2004,
Selosseet al, 2004).

Nekteré rostliny vSak istanou zavislé na organickém uhlikiji;maném od houby po cely Zivot.
Tato Upln& celozZivotni zavislost rostliny se tykdevnez 400 druhcévnatych rostlin taxonomicky
zarazenych do 87 rad Rostliny, které jsou takto zavislé, jsou soulrnnazvany jako
mykoheterotrofni (dale jen MH rostliny). MH rostyinse mohou pojit s ektomykorhiznimi,
arbuskularnimi, saprofytickymi i parazitickymi hahi (Leake, 2005). Obvykle fiimaji
organicky uhlik ve forma trehaldézy (Gryndler, 2004). ive se pedpokladalo, Ze tyto rostliny
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prijimaji organické latky fimo z organické hmoty, a tudiz byly mylpovazovany za saprotrofni,
tento fakt byl vSak vyvracen (Leake, 2005). MezjvyenamrejSi celedi MH rostlin pat ¢eledi
Pyrolaceae, Monotropaceae, Burmanniaceae, Polygasac Petrosaviaceae, Triuridaceae a
Orchidaceae. Zastupci MH rostlin, které igali do celedi Orchidaceae, se taggji fadi do
podteledi Epidendroideae, Orchidoideae a Vanilloideae.

MH rostliny stoji na jednom extrému specificity k®&ym mykorhiznim houbam. Jsou
pravdépodobré jediné, které jsou povazovany za Uplparazitické rostliny v mutualisticko-
parazitickém kontinuu, kdy se jako jediné lspoléhaji na uhlik ziskany od mykorhizni houby.
Jsou tudiZz povazovany zaimé parazity hub. O tom co houby stoji, aby se iasaty s
mykohetrotrofni rostlinou neni nic znamo. Pro houbuohoto vztahu neplyne Zadna vyhoda.
Mozné vys¥tleni pra& houba v tomto parazitickém vztahuepvava je, Ze hill nenaSla
mechanismy obrany proti parazitismu rostliny, ngbdo nevadi, protoZe ip jejich efektivit
ziskavani organického uhliku jej] ma xepytku se dostane dost i na mykohetrotrofy (Smiiead,
2008). Jejich uzkou specifitu I1ze dokazat ifildpd na studii provedené na dvoizmych druzich
rostlin, které rostou na stejném stanovisti, alédgaz drulii rostlin se asociuje s jinym rodem
houby a vzajemh nedochazi k igkryvu €chto mykorhiznich preferenci (Bidartondo a Bruns,
2001).

ProtoZze MH rostliny maji omezenou mozZnost &ybvhodného mykobionta diky své vysoké
specifig, ktera zejmé souvisi s lepSim fpnosem Zivin, jsou semena produkovana ve velkych
mnoZstvich a maji prodlouzenou dormanci, coz jino#taje prostorové dasové hledani partnera.
Semena MH rostlin maji velmi malo zasobnich latekliz je jejich peziti a vyklteni zavislé na
piitomnosti mykorhizni houby. NejmenSi zaznamenamaese v rostlinn&isSi bylo popsano u
mykotrofniho druhwoyria tenella jejiz semeno se stava jen #iebunck a méa pimer 50um (Maas,
1986).

VSichni zastupciceledi Orchidaceae f{iblizn¢ 25000 drub) jsou v rannych stadiich svého
vyvoje obligatnimi parazity hub. Jde o jednostrammiah s vyhodou pro rostlinu. | kdyZtgina z
nich si v dosplosti vybuduje fotosynteticky aparatast z nich v parazitickém vztahustane a
nemaji chlorofyl.

U mykohetrotrofnich rostlin doSlathem evoluce k mnoha morfologickym modifikacim (Leak
1994). Mira modifikace nadzemni¢asti souvisi s mirou mykoheterotrofie. DoSlo k nfigdci
stonku, zredukovaly se listy, aby uhlik investod@nprodukce semen a ne do tvorbyilistypické
mykoheterotrofni rostliny jsou byliny a obsahujilthannozstvi floémovych a xyléemovych cévek.
Zdievnatlé tkare chybi. V reketrych gripadech, nafklad u orchideji, jsou rozvinuty duznaté a
kiehké tk&n nagiklad u Rhizantella gardnernebo uEpipogium aphyllumPro mykohetrotrofni
rostliny obeca plati, Ze biiky stonku obvykle obsahuji tenkéshy parenchym bez Skrobu a par
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ztlustlych zpetiujicich tkani. Sedni valec u stonkje redukovan na maly pet cévnich svazk(6-

8), dochazi k redukci pmeru stonku. \étSina mykoheterotrofnich rostlin ma velmi tenkyavity

stonek, ktery je nejvice patrny u Gentianales akytyge se také u dkterych rodi v celedi

Orchidaceae Gorallorhiza, Epipogiurn Naopak,celed” Monotropaceae tid silné stonky majici
pramér i pies 1cm. Listy mohou byt stalozelené a kozovité cd€eae, az po kdavé Supiny
nachazejici se n#&p u rekterych druli rodu Sarcodes ¢i Pterospora. Priduchy se u
mykoheterotrofnich rostlin nachazejidwe velmi malém p&u ¢i apiné chybi. Absence duchi

je vyhodn@, protoze se ztraci mérody z rostliny. Ztrata fotosyntetického aparata MH rostliny

znamena omezeny evohi potencial (Rasmussen a Rasmussen, 2009).

Nekteré mykoheterorofni rostliny secastni trojstranné symbiozy,tipkteré mimokdenoveé
mycelium spojuje mykoheterotrofni rostlinu a ektdwoshizni strom jako svého sekundarniho
hostitele. Tyto rostliny tak obvykle rostou na velmastinych mistech, kde neni dostaté
intenzita s¥tla pro fotosyntézu, coz byvéasto v lesnim podrostu v zapojenych biotopech.
Ektomykorhizni strom Zije s houbou v mutualistickéouziti, kdy ji poskytuje Ziviny a ta‘gdava
jejich ¢ast mykoheterotrofni rostkén Pro houbu plyne z tohoto svazku to, Ze ze strafskava,
zatimco ze svazku s heterotrofem trativedy pra@ se houba &astni trojstranné symbidzy jsou
nejasné. Trojstranna symbidza byla #jist napiklad u mykohetrotrofni jatrovkyCryptothallus
mirabilis, kterd se fes mykorhizni houby asociujeBetula pendulgRead et al, 2000) anebo u
Sarcodes sanguingéterd se fesRhizopogon ellenapoji sAbies magnificgBidartondo a Bruns,
2005). MH rostliny vykazuji v &kterych gfipadech specifitu i &i svym sekundarnim autotrofni
hostitelim (McKendrick et al, 2000). Ve vztahu rostliny a houby je to paramitis, ktery vykazuje
specifitu. To je moZzné dokazat réypad na patogenech nadzemnichsti rostlin, kde byla
opakovas pozorovana uzka geneticka kontrola specificity ifBra Read 2008). Wsoka specifita
se vyvinula Bhem dynamického evainiho procesu, ve kterém si rostlina vyvine odolnagti
parazitu, zatimco houba se snazi tuto odolnietgmat. Takto dochazi k extrémni spe€ifidsto na
arovni druhu parazita a rostliny. O genetice interanezi MH rostlinou a parazitovanou houbou

neni dosud nic znamo.

1.3. Orchideoidni symbioza

Orchideoidni mykorhiza je typick& jen p&teny ¢eledi Orchidaceae a je spolu s nimi roesa
po celém s#te. Zastupciceledi Orchidaceae rostou jak na stanovistich extéhudych na Ziviny,
tak i na zivnych huméznichigach. Jde tedy o velmi mnohotvarny typ symbiozystRoy pojici se
s mykorhiznimi houbami jsou na nich zavislé pouze Kbi¢eni, avSak houby asociované s

orchidejemi jsou schopny existovat bez nich (Ras®mmisa Rasmussen, 2009). V rameledi
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vstav&ovitych existuje Siroké rozmezi zavislosti orchidep mykorhiznich houbach od pin
autotrofnich druf, pres druhy mixotrofni aZz po druhy, které nejsou scdyofotosyntetizovat. V
pocetnécéeledi Orchidaceae je jen asi 170 drutezelenych rostlin (Leake, 1994). Semena orchideji
jsou velmi mala, jedno semeno nepatrnych r@anv fadech mikrometr vazi rekolik tisicin
miligramd, které obsahuje 4 az 200 kkr(McKendrick et al, 2000). Semena jsou produkovana ve
velmi velkych mnoZstviclitajicich rékolik desitek tisic pro stdoevropské orchideje. Maji malé
nediferencované embyro a minimalni objem zasobri&tbk. Diky této strategii se snaZzi
maximalizovat plodnost a efektivitu roznostirem a zarowe omezit co nejvice investic do nich.
Typické struktury tvEici orchideoidni mykorhizni symbidzu jsotirbznmerné struktury zvané
pelotony, coz jsou hyfové smotky, které se vyvijejpuikach parenchymu w$ném propojeni s
vchlipenou bu&nou plazmalemou. Houby kolonizujici itky kofenové Kiry nejsou nikdy v
piimém kontaktu s rostlinnou cytoplazmou, ale jsoklabeny vchlipenou cytoplazmatickou
membranou hostitelskych béknnazyvanou perifungalni membrana (Petersbial, 1998). Mezi
burg¢nou sénou houby tvéici peloton a perifungalni membranou se nachaztproktery hraje
dulezitou roli v genosech latek mezi hostitelem a houbou. VSechriyy,ldtteré maji byt
transportovany z hostitelskych kkn¢i naopak, musi byt transportovanyep tento mezilehly
prostor. V #m byly nalezeny produkty hostitelské iy, nagiklad pektiny, celulozai p-1,3-
glukany (Nieuwdorp, 1972). Tyto latky jsou veétS$im mnoZstvi nalézany aZz po zahajeni procesu
degenerace smotku.
Mykorhizni infekce trva od dvou dnaz po jeden &sic (Burges, 193th Gryndler, 2004). Biky
hostitelskeé rostliny jsou kolonizovany i vicekriovy smotek je vytvigen rychlym proistanim hyf
chrarénych pged lyzi fenolickymi latkami, které jsou obsazenjejch burééné séng. Tyto hyfy se
dostanou do hostitelské tky sowasré s prvnim pelotonem. Je moZzna az trojita rekolar@za
hostitelskych bugk, takZze je mozné nalézt v jednéiba azétyii generace smotk(Senthilkumar a
Krishnamurthy 1998). Korové liky hostitele obsahujici pelotony iiky s nimi sousedici maji
zwtSena jadra s dvou- @&fyinasobnym obsahem DNA &tsi patet jadérek (Hadley a Williamson
1972).

K praniku hyf do pletiv kéene dochaziiiimo z pidniho prostedi. Do protokorm se
dostava mykorhizni infekcergs buiky suspenzoru na bazalsasti klciciho semene neborgs
vliaSeni pokozky. JaSpred infikovanim houbou se v tikdch suspenzoru t¥oinhibi¢ni fenolické
latky a slouzi k potkeni tvorby pelotofh v této oblasi (Rasmussen, 1990). Didépostliny jsou
kolonizovany pes kdenovou pokozku detné korenovych viask, kde je kutikula slaba nebo chybi.
Mnoho orchideoidnich endofytprodukuje degradativni enzymy slouzici k rozpoStourééné
stny rostliny (Rasmussen, 1995).

Houba nikdy nezasahuje ddexiniho vélce a 8ise pouze parenchymatickymitkami kaenove
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kury, které se mohou fugke, tvarow a anatomicky liSit. Nejblize k povrchu se nachéazegtvy
prachozich buwk, které netvéi pelotony. Hyfy proistaji gimo z jedné biky do druhé pes
plazmodezmy. BliZze keigtdnimu valci nachazime tky hostitelské a stravovaci. Ve stravovacich
bunkach dochazi k appovné kolonizaci a tvokbpelotori. Poslednim typem bgk primarni Kiry
jsou buiky zasobni, kam nepronikaji hyfy hub. Nachazi se ZHrobova zrna. V endodermis
kolonizace nikdy neprobih& (Gryndler, 2004).

Na z&klad zpisobu stravovani hyf byly popsanyédwizné formy orchideoidni mykorhizy a
to tolypofagni a ptyofagni (Smith a Read 2008).ypofagni forma je fevladajici forma
orchideoidni mykorhizy, ktera da se nalézt jak otgkormi, tak i u dosplych orchideji. Bi
stravovani je vysledkem lyze smotku jedetsi shluk amorfniho houbového materialu. Ptyofagni
forma je mén ¢astd a zndma jen wholika druhi nezelenych tropickych orchideji. Hlavni rozdil
od tolypofagni formy je ten, Ze je mehusta a Ze lyzi podléhaji jen jednotlivé hyfy asheglkem
lyze jednotlivych hyf jsou izolované, mensi shlukgchyika.

Jsou moznéfit zpasoby genosu uhliku z houby do rostliny; biotrofniepos pes rozhrani
hostitelské bitkky a aktivnhiho hyfového smotku; nekrotrofni vyZivepaivajici v sorpci Zivin
uvolnénych z hyfovych smoik po jejich aktivnim usmrceni hostitelskouriBou a tetim typem
pienosu je fima sorpce Zivin uvolmych rozkladem z quly. Jako nejvice pra¥godobny zfsob

pienosu se ukazala vyziva nekrotrofni (Taykdral, 2004)

1.4. Regulace dstu hub hostitelskou rostlinou

Orchideje jsou schopnytznymi zpisoby omezovat az eliminovatist houby ve svych
pletivech. U terestrickych orchideji jsoutkay a vylZzky dilenych hliz pravidel& kolonizovany
koreny, zatimco nedené kdenové hlizy a bazeekknych kdenovych hliz kolonizovany nejsou.
Jednim ze 2zjpsohi je mechanickd rezistence, ktera &pa v tloustnuti bu&gnych stn
rhizodermalnich busk a zevnich vrstev korovych be&kkorene (Burges, 1939 in Gryndler, 2004).
Mnohemcastji se rostliny vSak brani chemicky. Jde figjad o fytoalexiny nebo o termolabilni
fungicidni latky orchinol, hircinoki gastrodianiny (Wanget al, 2001), které se nachéazeji jak v

hlizach, tak v nadzemnidastech rostlin.

1.5. Houby tvarici orchideoidni mykorhizni symbiozu

Prevaznou wtSinu hub tveéicich OrM mizeme rozdlit do dvou skupin podle jejich trofickych

strategii, a to (i) saprofytické a (ii) ektomykarhi houby (Smith a Read 2008). Do prvni skupiny



fadime zastupce uite vytvarené polyfyletické skupiny rhizoctonia z adiehi Basidiomycota. Tyto
houby se typicky poji se zastupctihich orchideji, které jsou v dadpsti pIné autotrofni, ale i se
zastupci Bkterych tropickych nezelenych MH orchideji (Martes al, 2009, Ogura-Tsuijiteet al,
2009). Jejich mycelium je typické svymi moniliodnirbuinkami a tvdi jak perfektni, tak
imperfektni stadia, kterd nesouwizné nazvy (Gryndler, 2004). Zastupce skupiny rhizoe
v soutasnosti dlime do ti vzajemr negibuznych linii a to Ceratobasidiales (Taylet al, 2003),
Sebacinales (Weisset al, 2004) a Tulesnellales (Bidartondet al, 2003). Charakteristickym
znakem saprotrofnich orchideoidnich mykorhiznich Jeujejich vyrazna enzymova aktivita, hlgvn
celulolyticka, pektinolytick&i fenoloxidazova (Marchisioet al, 1985). Tyto aktivity ukazuji na
schopnost vyuZivat jako zdroje uhliku a energiek&irspektrum organickych latek.

Druhou skupinu mykorhiznich partrieorchideji tvdi ektomykorhizni basidiomycety, a
vzacre i askomycety (nap Selosseet al, 2004; Bidartondoet al, 2004). Tyto houby nalézame u
vétsSiny MH a mixotrofnich orchideji v temperatu a gkterych nezelenych tropickych orchideji
(Roy et al, 2009). Tyto houby umadiji existenci tzv. epiparasitismu. Mezi hlavwgled hub
pojicich se s orchidejemi gahagiklad holubinkovité (Russulaceae), plékovité
(Thelephoraceag) lanyzovité (Tuberaceae).

Je znamo, Zeé&Sina mykohetrotrofnich orchideji se poji s ektomylznimi houbami,
saprotrofnimi druhy Zijicimi nafdw, trusu ¢i listovém opadu, ale i také s patogeny rostlin.
Typickym pikladem je Gastrodia elata, vyznamnéacnské medici®, kterd se asociuje se

saprotrofni a patogenni houbAumillaria mellea(Xu et al1989).

1.6. Ekologie orchideoidni mykorhizni symbiozy

V ramci vztahu orchideje a houby existuje jisténfartrade-off mezi délkou Zivota koho? a
vitalitou mykobionta. Dlouhatké druhy orchideji se poji s ekologicky dominantnéruhy hub
vedouci sice k vysoké mortalisemen, ale zajigjici dlouhodobé feziti dosglct. Naopak kratce
Zijici druhy orchideji se poji s mé&mgresivnimi druhy hub a tim zaji§i lepsi geziti semenéka,
ale horSi podminky proieziti dosglca. Abundance vhodnych houbovych partnera za nasledek
velice nerovnorérné rozmisini orchideji (Diez, 2007). Abiotické (srazky a tfal) (McCormick,
2009) a biotické co (ftomnost dosgych rostlin stejného druhu) s#novliviuji pfitomnost
orchideoidnich hub na lokalita tim padem ktieni a tist orchideji (Jersdkova a Malinova, 2007).
Whbirani vhodného partnera probihd za pomoci chigjolt signalh. Signalni molekuly jsou
produkovany vhodnym houbovym symbiontem, ktery stuje rist a klteni MH rostlin (Smith a
Read, 2008). Nevhodné mykorhizni houby tyto signéiolekuly neprodukuji kil vibec anebo v

tak malych mnozstvich, Ze nevyvolaji Zzadnou reakzi semeno. Nan (1997) zjistil, Ze latky
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koniferin a koniferyl alkohol hraji roliip prvotnich interakcich semene s myceliem houby.
Orchideje dokazou byt velice specializovatiévgbéru svého partnera, ale dokazou se pojit
i se Sirokou Skélou hub gatich do gkolika riznych rodi. Mezi tyto nevyhragné zastupce pat
nagiklad Tipularia discolor¢i Piperia yadonii(McCormick et al, 2004; Sharmaet al, 2007).
Orchideje dokazou diskriminovat velmi jegn@a pouZziti neznamych mechanisryfy v jejich

blizkosti nejen fi prvnim kontaktu, ale ibéZzrné (Rasmussen a Rasmussen, 2009).

1.7. Specifita orchideoidni mykorhizni symbiozy

Pojem specifita postihuje miruislednosti, s jakou se oba patine mykorhizni symbidze
vybiraji a zda-li je jeden hostitel schopen ve $vigorenech hostit jedndi vice mykorhiznich hub
a naopak, zdali je jedna houba schopna kolonizkegny jednohati vice druhii hostitelskych
rostlin. Drive byla orchideoidni mykorhizni symbioza povazavaa velmi vysoce specifickou, kdy
mel jeden druh orchideje t¥id mykorhizy jen s jednim druhem houby a naopaé,tato dom#énka
vS8ak byla vyvracena (Gryndler, 2004).

Poznatky tykajici se specifity se daji ziskat mdnzolaci hub z kieni, jednak testy
klicivosti, kdy je zji¥ovana kompatibilita hostitele a symbionta v labomaich podminkach. iP
téchto experimentech vSak neni mozné rozlisit, zdgedea o specifitu fyziologickou (&mjicim
faktorem je, zda jsou partfieschopni souziti za kontrolovanych podminek) o specifitu
ekologickou (ukujicim faktorem je schopnost souziti v konkrétnpadminkach prosgedi). Je-li
mozno dosahnout symbiotického souziti v laboratbrnpodminkach, neznamena to, Ze stejné
souziti je mozné i v frodk. Stupé ekologické specifity je vzdy nizSi nez stipsepecifity
fyziologické (Gryndler, 2004).

Na z&klad izolace hub z kieni orchideji bylo zji&no, Ze specifita vztahu orchideje a mykorhizni
houby je ovliviena ekologickymi podminkami dané lokality nebo tay@netickou podobnosti
druhi orchideji. Ekologicka specifita byla zj$ta nap. u Epipactis helleboring ktery se v
borovych lesich asocioval pouze s rodem Wilcoxzatjmco v jinych typech lésse asocioval
hlavre s rodyTubera Hydnotrya(Ogura-Tsujita a Yukawa, 2008).

Podob® Taylor a Bruns (1999) zjistili, Ze populace C. mlata rostouci v na lokalitach s
duby ngly jiné asociované houby nez populace rostouchirgeanovych lesich.

Nicmére v pripact druhi C. maculata a C. mertensiana bylo it Ze & oba druhy rostou na
spole&nych lokalitach, poji se kazda s jinymi druhy higbed® Russulaceae a neni mezi nimi Zzadny
piekryv. Genetické rozdily rostlin tak mohou kontrab kompatibilitu s houbami. To doklada fakt,
Ze specializace je velmi dynamicka a relativecentniho fivodu (Taylor a Bruns, 1999).

Preference k jednotlivym mykorhiznim houbam s&enltham ontogeneze énit, kdy se orchideje
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mohou pojit v ranych stadiich s jinym druhem hout®f v dosplosti. Dobrym gikladem je jiz
zmintna Gastrodia elata kterd se v rannych stadiich pojMycena osmundicola po pekroteni
stadia protokormu se pojiArmillaria mellea(Xu et al. 1989). Tato sina miZe byt zafi¢inéna
tim, Ze A. mellea poskytuje orchideji lep$iqun organického uhliku.

DalSim gikladem jeGaleola altissimaktera se poji v ranych stadiickesythromyces crocicreaa
po dosazeni stadia protokormu se jejimi mykobidapeu druhyGanoderma australe Lentinus
elodes(Umata, 1998). Mira specifity setire liSit také v delSindasovém horizontu; n&pu rodu
Cypripediumziejm¢ doSlo khem evoluce k jejimu zGzeni (Sheffersem al, 2007). Bidartondo a
Read (2008) dokonce nalezlizeni specifity (bottleneck)éhem ontogeneze, kdy se studované
orchideje pojily ve stadiu protokormu &t$im spekterm hub nez v déspsti.

Studie na severoamerickém druBumaculataobjevila kryptické druhy na zaklagejich asociaci s

mykorhiznimi houbami za vyuZziti analyz jejich IT&ksenci (Tayloret al, 2004).

1.8. Kordlice trojklanna

Kordélice trojklanna Corallorhiza trifida Chatelain) je drobna mykoheterotrofni orchidegrét
je zakotvena v kyprém lesnim humusu pomoci korfdositvenych a sila ztlustlych oddenkovych
Gtvari. Obnovovaci pupeny rasi na konci kazdé ztlusisi oddenku (Dykyjova, 2003). Jedna se o
fakultativne autogamni druh, brylky snadno spadnou na lepivianin O opylovaich tohoto druhu
neni nic znamo. | kdyz je tato orchidej veigpbu vyzZivy velice specializovana, ma velmi Siroky
areal. C. trifida vystupuje v Alpach do vySe vicezr2000 m a nejsevein byla nalezena ve
vychodnim Grénsku na 66° severntk§i Jinak obvykle roste v cirkumpolérnich oblastesih
Islandu a Skotska do Skandinavie, jihozapadni beajgjiho roz&eni sahéd v Evrapdo Pyreneji,
jizni hranice jejiho roz&éni probiha fes Alpy a Apeniny do zemi byvalé Jugoslavie a Buslka,
na Krym a Kavkaz. Z evropské&sti Ruska je roz&na do Silie, jeji areal vyskytu saha az do
Japonska a severni Ameriky, kde je jeji vyvojovéteen (Prochazka, 1980).

C. trifida roste ve sedni Evrop prevazié na dvou zcela odliSnych typech standyigyskytuje se
jednak v humdznich inach a dubohamach na bazickém podloZi a jednak v podemdch i
zraZeliklych smeinach, ezinach, vrbinach a olsinaofiasto vyhledava mista bez vegetace pouze
s listovym opadem nebo porosty mechaidgtykyjova, 2003).

C. trifida se @&astni trojstranné symbidzy s druhy stfom rodu Picea, Populus, Salia
Thuja Zelmer a Currah (1995) potvrdili ve svém pokusaakulovanymi kaeny, zeC. trifida se
asociuje s Pinus contorta skrze nasedlé myceliukorhizni houby. McKendricket al. (2000) ve
své studii potvrdila ¥my pienos uhliku také z Betula pendula do MH rostlingrarai zjistila
jistou specifitu na sekundarni hostitele tim,CZetrifida netvdila trojstrannou symbiézu Binus
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sylvestris.

| kdyZ se pedpoklada, Z€. trifida je Uplre mykoheterotrofni, byla zji§ha gitomnost get
kodujicich syntézu chlorofylu (Barrett a Freudeimst2008) a chlorofyl byl nalezen ve vyznamném
mnoZzstvi (Cameronet al, 2009). DruhC. trifida ziskava kolem 52% celkoveho dusiku a 77%
celkového uhliku pomoci svych mykorhiznich hub (#ier et al, 2007). Zimmer et al. (2008) a
McKendrick et al, (2000) prokazali pomoci molekuldrnich metod i evyZmirgnym
experimentalnim fgnosem Zivin, Z€. trifida se poji s ektomykorhiznimi basidiomycetami zirod

Tomentellaa Thelephora.

1.9. Thelephoraceae

Celed’ Thelephoraceae (Basidiomycota, Agaricomycotinaarfgmycetes) sestava z 8 tod
Amaurodon, Hydnellum, Polyozellus, Pseudotoment8l&acodon(losak), Thelephora(plesiak),
Tomentellaa TomentellopsisKoljalg et al. (2000) vydluje houby majici resupinatni plodnice na
tzv. tomentelloidni houby, do které zahrnuje ro8ijmaurodon, Pseudotomentella, Tomentella
Tomentellopsigitajici dohromady 70 druih Sestersky rod helephorasita asi 40 druin.

Tyto houby jsou rozBtné po celém sw&€, jejich nej#tsSi diverzita je v jehlinatych a
listnatych lesich mirného pasma (Koljalg, 199&)kdlik studii vydanych v nedavné dbbkazalo,
Ze tyto houby hraji wezitou roli v ektomykorhiznim spalenstvu jako mykobionti jehdhani
(Bradbury, 1998, Bradburgt al. 1998, Danielson a Pruden 1989, Danielstral. 1984).

Plodnice je gymnokarpni krustothecium dasigji hydneloidni, stereoidnéi korticioidni.
Hymenofor je ostnity,fidc¢eji rourkaty, bradatity nebo mize i chykt. Hyfovy systém je
monomiticky. Jde o vyvojavodvozegjsi skupinu hub s homogennimi charakteristikamicédi
bazidiospor je vzdy pomoci hyfyiiFliceni nikdy nevznikaji kvasinkovité Utvary, sekundépory
¢i mikrokonidie. Sekundarni mycelium vznika pouzenstogamickou kopulaci bgk primarniho
mycelia. Hyfy maji vytvoené pezky a dolipdry s perforovanym parentozomem. Bazjsibu vzdy

nedilené, obvykly pdet bazidiospor je 4 (Kalina a Ya 2005).
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1.10. Cile prace

- Jaké jsou ekologické naroky druButrifida na stanovigta slozeni vegetace?

- Které druhy hub se s timto druhem asociuiji?

- LiSi se jeho spektrum mykorhiznich hub v zavisloa typu stanovig®

- Mohou byt rozdily v symbiontech korelovanyimymi genotypyi dokonce kryptickymi druhy
C. trifida?
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2. Metodika

2.1. OdRir vzorka

Odker vzorka prokehl na 13¢eskych, 5 slovenskych, 2 norskych a 1 francouzekélite
(detailni popis lokalit Tabulka 1) ve vegé&tasezoi 2008 a 2009. NastSirg lokalit byly odebrany
nasledujici vzorky: 1cm Kene (kwili minimalizaci naruseni rostliny) z 1-3 rostlimadzemntast
ze 2-5 rostlin. Za &elem zjiséni, zda je kéenovy systém C.trifida kolonizovan pouze jedinyim
n¢kolika raiznymi mykorhiznimi partnery byly na 3 lokalitachetmtany celé ki@noveé systéemy ze 4
rostlin. Vzorky kdeni byly oplachnuty vodou, uchovany v 60% etanolu add zamrazeny §i -
20°C nebo vysuseny v silikagelu.Vzorky nadzemrsigsti byly odebrany do silikagelu. Dale byly
na vSechlteskych a wtSir¢ slovenskych lokalit odebrany Jigini vzorky (z hloubky 5-10cm) a byl
zapséan fytocenologicky snimek (4x4m, Braun-Blangu&tSkéla). Podrobnyighled studovanych
lokalit a pa@et analyzovanych vzoilkje uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1. Popis jednotlivych lokalit arghled analyzovanych vzaik FS — byl zapsan
fytocenologicky snimek, Vzorky kenmi a nat¢ — paity analyzovanych vzoik * - pocet pripadi,
kdy byl odebran cely kenovy systém, pH (}©) — pidni reakce (pmmér ze i vzorki), PAJ- péet
analyzovanych jedinic
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. . . . Vzorky | pH
Nazev lokality Kod Sotadnice FS| PAJ nak (H,0)
CHKO Moravsky kras,PR Pavlovskg 49°31'47.2"N
mokiady Bela o Ao R X 2 X 5
Olomoucky k[aj, okres Pragov 16°4722.8°E
NP a CHKO Sumava, Dobra na 48°53'0.3"N
Sumay Dobra oo X | 1+1* X 4,3
Jihosesky kraj, okres Prachatice 13°51'8.6"E
NP Podyji,Hardegg, 48°51'23.8"N
Jihomoravsky kraj, okres Znojmo Hardegg 15°52'16.6"E X 2 71
NP KrkonoSe, Lanov-Peklo 50°38'5.9"N
Kralovéhradecky kraj, okres Trutnoy Krk-Peklo 15°39'56"E X 2 X 73
NP KrkonoSe, Lanov- kiina u lomu 50°38'5.9"N
Kralovéhradecky kraj, okres Trutnoy Krk-lom 15°39'56"E X 2 75
NP a CHKO Sumava, Ziii-okraj 49°5'14"N
cesty Zhuri 2 o R X 2 51
Plzaisky kraj, okres Klatovy 13°32'52.2"E
CHKO Jeseniky, Vidly-okraj cesty , 50°5'28.8"N
Moravskoslezsky kraj, okres BruntaIVIOIIy 17°16'34.5"E X 2 X 3.9
NP a CHKO Sumava, ryb. Ol3ina Olsina 48°47'24"N « 2 « 53
Jihozesky kraj, okre€’. Krumlov 14°6'30.4"E ’
CHKO Cesky r4j, PR Btiny u 50°37'15.4"N
Rakous Rakousy onara An X 7,5
Liberecky kraj, okres Liberec 15°11'1.4"E
CHKO Litovelské Pomoravi, NPR 49°39'54.6"N
Sprargk Spranek R X 5,3
Olomoucky kraj, okres Olomouc 16°54'56.6"E
NP a CHKO Sumava, Ziii . 49°4'54.1"N .

Plzaisky kraj, okres Klatovy Zhuri 1 13°33'16.7"E X | 1+2 X 4.6
CHKO Slavkovsky les, NPR SOOS 50°9'10.5"N

Karlovarsky kraj, okres Cheb SO0S 12°24'25.1"E X 2 5.2
CHKO Jeseniky, NPR Rejviz Reiviz 50°13'30"N « ’ « 5
Olomoucky kraj, okres Jesenik ) 17°18'06"E '
Banskéa Bystrica, Podlavické vymole 48°45'50"N

Banskobystricky kraj, okres Banskd BB-VWmole . X

Bystrica 19°543°E

Banska Bystrica, Hviezdate BB- 48°43'47"N

Banskobystricky kraj, okres Banskd . omin A X 1

Bystrica Hviezdaren| 19°09'12"E

CHKO Strazovské vrchy, SPR 49°10'30"N

Silovské skaly Sulov omtm An X | 1+1* X 6,3
Zilinsky kraj, okres Byta 18°35'6.3"E

CHKO StradZovské vrchy, PR 48°54'44.3"N

Omsenska Baba Omsenie on R X 2 7,5
Trentinsky kraj, okres Treafin 18°1418.7°E

Mal& Fatra, Kl&no Klagno 48°55'41"N « 2 «
Trencinsky kraj, okres llava 18°10'11"E

Stredni Norsko Sglendet Norsko 1 62°40'50"N 5

okres Rgros, region Sgr-Trgndelag 11°49'59"E

Stredni Norsko, Nordmarka 63°04'33"N

okres Rindal, region Mgre og Norsko 2 N 1

Romsdal 09°08'00"E

SV Francie,Rochesson Erancie 48°1'21 4"N 2 X

kraj Lorraine, okres Vosges
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2.2. Molekularni analyzy

2.2.1. 1zolace DNA z kéema a nadzemnichéasti

Mykorhizni infekce byla pozorovana pod binolupowusky kdeni u rostlin, ze kterych
byl odebran cely ki@novy systém, byly roZteny na 5 Usek ze kterych pak byly udany rezy. V
piipadt, kdy byl odebran jen jeden kus ikoe, tak byl z & odiiznut jen jedeniez. 1mm
mykorhizni fezy byly dale pouzity na extrakce DNA. Houbovou @stlinnou DNA jsem
vyextrahovala z ki@novychtezi ¢i odebranych nati pomoci kitu Invisorb spin planinikit
(www.invitek.de) podle ploZzeného né&vodu. Takto ziskanda houbova a rostlibhNA byla
uskladréna @i -20°C.

2.2.2. ldentifikace houbovych symbioni

K amplifikaci byl zvolen Usek jaderné ribozomalnNA (nrDNA) zahrnujici konzervativni
Useky 18S, 5.8S a 28S a variabilni nekddujici Ud&l8A a ITS2. Porovnavani ITS sekvenci je
Siroce vyuzivano v taxonomii a v molekularni fylagéce, s velmi dobrym vyuzitim pro houby,
protoZe se da dob namnoZzit i z malého, sirered®ného mnozstvi degradované DNA a ma velkou
variabilitu na drovni blizceffbuznych drub (Gardes, 1993). Useky ITS jsou régnvelmi dolie
zastoupeny ve ¥ejnych databazich sekvenci, takze utupziednoduchou a pomé spolehlivou
determinaci ¥tSiny environmentalnich vzoikhub.

Pro amplifikaci houbové DNA pomoci polymerazaezové reakce (PCR) jsem pouzila
raizné primery univerzalniho houbového primeru ITS1Barles a Bruns, 1993, 5'-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3'), univerzalniho eukarydtmo primeru ITS4 (O’Donnell,
1993,5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), specifického primerugomykorhizni houby orchideji
ITS1OF (Taylor, 2008, smichan ze 2 prih¢éfS 10Fa 5-AACTCGGCCATTTAGAGGAAGT-3,,
ITS10Fb 5-AACTTGGTCATTTAGAGGAAGT-3"), a univerzdmo eukaryotniho primeru TW13
(O'Donnell,1993) 5-GGTCCGTGTTTCAAGACG-3). Pouzilgsem primerové pary ITS
1F+TW13, ITS 10F+TW13 s cilem ziskat dostatedlouhou sekvenci pro fylogenetickou analyzu
obsahujici jak variabilni, tak konzervativni UsddkdA. Primerovy par ITS1F + ITS4 jsem pouZila
jen ojedirgle u vzorki, u kterych se vyskytly obtize s vytemim ¢asti konsenzudlni sekvence.
Celkova reakce na 1 vzorekéla objem 20ul a skladala se z 10 2x koncentrovaného Plain PP
master mixu (1U Tag DNA polymeraza, 0.02 % Tween®2tmM MgCh, 400uM dATP, 400uM
dNTP, 150 mM Tris-HCI (pH 8.8), 40 mM (NSO, Top-Bio), 1,2ul forward 5 pmol primeru;
1,2 ul reverse 5 pmol primeru a 316 PCR vody a 41 DNA. Cyklus pouzity pro namnozZeni DNA
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mel tyto kroky; paateini denaturace 94°C 4 min, 35 krat opakovany cylersaturace 94°C 30 s,
nasedani primérpii 53°C 30 s a elongaceip/2°C 30 s, nasledované finalni elongacilO niin p
72°C. PCR prokhla bul’ v termobloku znéky Biometra T3000 nebo TC-XP Bioerg.

Kazdy PCR produkt jsem smichala s nanasSecim bamviv@ongru 5:1 a nanesla na 1.5%
agarozovy gel (Serva). Fragmenty migrovaly 30-46 piii napsti 80-100 V v 1x TBE pufru. Jako
nanaseci barvivo jsem pouzila Loading buffer obgah@elRed (Biotium Corp., USA) nebo
SybrGreen | (BioChemica, USA). Vysledny gel jsenfotifa fotodokument&nim systémem Gel
Imager (CFW 1310M) v konte fotodokumentaiho zdizeni se zdrojem UV stla za pomoci
softwaru ScionVisiCapture. Pro zgéi délky a intenzity fragmeaitjsem pouzila 100 bp DNA
Ladder (12 fragmeh New England Biolabs).

Vzorky urené na sekvenaci jsem purifikovala pomoci enzymuOEBAP (USB
corporation, USA), kdy jsem do 1pl vzorku pgidala 21 EXO-SAP. Vzorky jsem nechala
sekvenovat s primery ITS1 a TW13 v Labotatgenomiky Biologického centra ACR a v

Macrogen Inc. v Korei.

2.2.3. Identifikace genotym druhu C. trifida

Pro zjiSeni existence kryptickych drihjsem pouZzila metodu ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat) zaloZzenou na PCRj které se vyuziva mikrosatelitovych sekvenci jgkomeri o délce
16-25 bp. Amplifikuje se nahodny Uusek genomu, ktdrgahuje mikrosatelitni sekvenci.

Nejdiive jsem vybrala vhodné polymorfni primery. Sestorkit jsem amplifikovala
nezng&enymi primery 814  (5-CTCTCTCTCTCTCTCTCTA-3), 840 (5'-
GAGAGAGAGAGAGAGAYT-3'), OW1l (5'-GAGAGAGAGAGAGAGAA-3), OwW2 (5-
GAGAGAGAGAGAGAGAC-3'), O0OW4 (5-GAGAGAGAGAGAGAGAYT-3, Dat (5-
GAGAGAGAGAGAGARC-3') stejnym postupem jako vripadt amplifikace fluorescaeme
znaenymi primery. Vysledny PCR produkt jsem smichadlaading buffer s fimési SybrGreen | v
poneru 4:1 a nanesla na 1.2% agar6zovy gel. Fragmentygshaly migrovat 6 hodirfi80 V v 1x
TBE pufru. Jako marker jsem pouzila 100bp DNA ladold2 fragmentech. Na zakkadsgsnosti
amplifikace DNA a podle schopnosti primeru detekoxeriabilitu jsem vybralait fluorescekné
znaené primery, se kterymi byly analyzovany vSechryraeé nat primer 840 (barvivo VIC),
OW1 (barvivo VIC) a Dat (barvivo PET). Celkova reakna jeden vzorek ¢a objem 10ul a
skladala se z l 2x koncentrovaného Plain PP master mixu (Top-Blozeni viz vyse), 2,4l

forward 5 pm primeru, 2,4l reverse 5 pm primeru, 2)2 PCR vody a 0.41 DNA. Pro namnozeni
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DNA byla pouzita touchdown PCR. Pro primer 840 jspauzila nasledujici cyklus: patesni
denaturace 94°C 3 min, 5 cyklve kterych trvala denaturace 1 mith §4°C, nasedani primerl
min pii snizovani teploty o 1°C v rozmezi 57-53°C a ebwey30 s § 72°C. Za nimi ndsledovalo
32 cykia, ve kterych denaturace trvala 1 mif @4°C, nasedani prim&rl min @i 52°C a elongaci
2 min @i 72°C; finalni elongace trvala 10 mirfiy2°C. Pro primery OW1 a Dat jsem pouZila
stejny cyklus jako pro primer 840 s tim rozdilera,rdzmezi annealingovych teplot bylo 61-57°C
Uspsnost amplifikace #@d fragmenténi analyzou jsem zkontrolovala na agar6zovém gelu z
podminek uvedenych vyse s tim rozdilem, Ze jsegniemty nechala migrovat pouze 2 hodiny.
Vzorky na fragmentami analyzu jsem ffpravila v celkovém objemu 11 Do 1Qul
deionizovanéhdormamidu jsem fidala 0.qul velikostniho standardu GeneScan 1200 LIZ Size
Standard (Applied Biosystems,USA) a @5PCR produktu. Dikyiznym zngicim barvam bylo
mozno smichat stejné vzorky namnozené primery OWlaiado jednoho vzorku. Fragme&ia

analyza proéhla v Laboratéi genomiky Biologického centra ACR.

2.3. Fylogenetické analyzy

2.3.1. Analyza houbovych symbionit

Chromatogramy jednotlivych sekvenci jsem a&lmovala v programu FinchTV v. 1.4.0
(www.geospiza.com/finchTV), kde jsem odstranilapuehlivé Useky nachazejici se naau a
na konci sekvence. Spojeni sekvenci do konsensu ygevaila a manualaé opravila v programu
ChromasPro 1.41 (Technelysium, 2007). Na zakkmhsenzualnich sekvenci jsem identifikovala
jednotlivé druhy- Osekvenované organismy jsem ifleavala pomoci Basic Alignment Search
Tool.

Krome vlastnich sekvenci, jsem pro vyteoi fylogenetickych strompouZila je&t dalSi
sekvence staZzené z databaze GeneBank (Altsehal.,1997) a databadze UNITE (Koljalgt al.,
2005). Sekvence z databazi byly vybrany tak, algéla sekvence morfologicky determinovanych
plodnic z herbgovych poloZzek, co nejlépe druhoyokryvajici rody z komplexurhelephora
Tomentella déle jsem zahrnula zajimavé sekvence, které bylptabazich nejpodofsi mym
vlastnim (napiklad rizné environmentélni vzorky a sekvence ektomykorlizaké sekvence
Thelephoraceae nalezené v dalSich druzich orchadejidruhuC. trifida opublikované v jinych
pracich. \étSina sekvenci dostupnych v databazich vsak zahladVS 1, 5.8S, ITS 2, a maloast
28S (tedy cca 600 bp) a tyto Useky byly tedy pquziainalyze mych a staZzenych sekvenci.

Wtvotila jsem dva samostatné alignmenty. Prvni alignnssstaval z 22 sekvenci hub

17



celedi Thelephoraceae, které jsem ziskala z d€ihufida, zahrnujici iseky 18S, ITS 1, 5.8S, ITS
2, 28S. Jako outgroup jsem pouzila taxon SOOS #@8tope byl vrdmci mych sekvenci
nejbazalgjSi. Druhy alignment jsem sestavila z vlastnich sgkvenci spolu s 34taZzenymi
sekvencemi a 1 outgroupem. Jako outgroup jsem losekvenciThelephora pseudoterrestris
(AF272907) zlanku Koljalg et al.(2000). Rivodre jsem se pokouSela pouzit jako outgroup druhy
z¢eledi Thelephoraceae mimo skupifithelephoraTomentella a to Pseudotomentella tristis
(AF274772), Tomentellopsisresadoliana(EU118674), Amaurodonhydnoides(AM490941), A.
aquicoeruelus (AM490944) a Sarcodon imbricatus(AY586711), ty se vSak ukazaly jako
nespolehli¢ alignovatelné prayv Usecich ITS1 a ITS2. Sekvence jsem zalignovafaqei online
programu MAFFT (Katohet al, 2002), kde jsem pouZzila algoritmus E-INS-Itevddu gitomnosti
konzervativnich Usek28S, 5.8S a 18S. Alignmenty jsem manaapravila v programu BioEdit
(Hall, 1999), kde jsem odstranila nespoleflalignované useky. Outgroup byl nezalignovatelny,
proto jsem pouZila tzv. midpoint rootingu v prvnimdruhém alignmentu. Na obou alignmentech
jsem provedla fylogenetické analyzy pomoci maximphrsimonie (maximum parsimony, dale jen
MP), maximalni ¥rohodnosti (maximum likelihood, déle jen ML) a Baigské prawgpodobnosti
(Bayesian inference, dale jen BI).

Postaveni MP strofin bylo vypcaitano v programu PAUP 4.0 (Swofford, 200Bylo
provedeno heuristické vyhledavani. Pro zamezerkywslokalnich optim bylo zavedeno 1000 a
100 replikaci s ndhodnyrrazenim sekvenci pro prvni a druhy alignment. Bytmzito TBR
piehazovani &tvi (tree-bisection-reconnection branch swappinGapy byly povazovany za
chykgjici znak. Podporadivi byla zjiS€na podle 500 bootstrapovych pseudoreplikaci.

Jako nejvhod¥si substitdni model pro ML a Bl byl pomoci programu MrModelTa§
(Posadaet al.,1998) uten TrN+I+gamma (Tamura a Nei, 1993) pro prvni atignt a GTR + I+ G
model pro substituci nukleotid nhag.Lanave et al.,1984) pro druhy alignment. Tyto modely byly
dale aplikovany na nasledujici analyzy.

Analyza ML byla provedena v programu PhyML v2.4QGuindon a Gascuel, 2003). Bylo
pouzito 6 kategorii diskrétniho gamma réledi, parametr alfa tujici tvar gamma distribuce a
proporce invariabilnich pozic. Pa&ny tranzici a transverzi byly odhadnuty z dat. Rwdpwtvi
byla zjiS€na podle 500 bootstrapovych pseudoreplikaci.

Analyza Bl byla provedena pomoci algoritmu Metrégpaoupled Markov chain Monte
Carlo (MCMCMC) (Altekar et al, 2004) v programu MrBayes v. 3.1.2 (Ronquist alsrrbeck,
2003). Provedla jsem #wezavislé analyzy s 8 Markovovyrfetzci a 1 mil. generaci pro prvni
alignment, 4 mil. pro druhy alignmentetnost sbru byla kazdych 100 generaci pro prvni
alignment, 500 pro druhy alignment. Konvergeretszci byla ugena pomoci hodnot uvéaych v
programu Mr.Bayes (standard deviation of split fregcies a potential scale reduction factor).

18



Dvacet @t procent strom bylo odstratno z datasetu a ze zbylych stioroyl vytvoren 50%
majoritni konsenzus s posteriornimi pr&pddobnostmi jednotlivych &vi. Stromy byly
vizualizovany v programu TreeView verze 1.6.6., kslem podle pdgeby redefinovala outgroup

Fylogenetické stromy jsem dale upravila v prograiitGA4 (Tamuraet al, 2007).

2.3.2. Analyza genotypové variability druhuC. trifida

ISSR profily pochazejici z fragmeiitd analyzy jsem zanalyzovala v programu Genmanker (
1.8.0, Soft Genetics,USA) a vytira binarni matici kodujici fitomnost¢i absenci lokusuPro
podchyceni variability v PCR a‘ipomnosti nestabilnich lokds jsem u 5 vzork (15%) provedla
dalSi amplifikaci a fragmentai analyzu a zjistila chybovost, tzv. error rat®¢gt neshodnych
pozic u opakovanych vzoikku celkovému p&u porovnani). Chybovost v datech jseniilarjako
piiblizné 5%. Pozice obsahujici neshoduiitgmnosti lokusu v opakovanych PCR jsem z celkové
matice vylodila, zarové jsem odstranila i pozice, kde se lokus vyskytavahéré nez 4% vzori
a mohl tedy vznikat jako artefakt PCR. Vyslednaiosatitala 35 vzork a celkem 35 variabilnich i
nevariabilnich pozic.

Sit Neighbor network byla vytwena v programu SplitsTree v. 4.10 (Hudson a Bry2006).
Analyza molekularni variance (AMOVA) uviia mezi populacemi pochazejicimi ze dvouutyp
biotopi, Mantetliv test testujici shodu mezi geografickymi a gehgtit distancemi populaci a
analyza hlavnich koordinat (PCoA) untiogici metrickou vizualizaci genetickych distancijlyb

spateny v programu GenAlEx 6 (Peakall a Smouse, 2006).

2.4. Ekologické preferenceC. trifida

2.4.1.Analyza vegeténich snimki

Fytocenologické snimky jsemigvedla pomoci programu Turboveg for Windows v. 2.07
(Hennekens a Schaminee,2001, www.synbiosis.aldfttaboveg) do programu Juice v. 7.0
(Tichy, 2002).Cast fytocenologickych sninikjsem ziskala zCeské nérodni fytocenologické
databaze (Chytry a Rafajova 2003). Celkem byloyaaatino 30 snimk(viz Fxilohy).

ProtozeC. trifida primarré zavisi na ektomykorhiznich houbach okolni¢bwvih, vylowila jsem z
ordinani analyzy vSechny byliny a mechy a zdita se na pokryvnost strama ke&tu ve vSech
veget&nich vrstvach. Pokryvnosti dritbyly prevedeny z Braun-Blanquetovy Skaly na Skalu 1-7.
Variabilitu ve sloZeni vegetace lokalit drul. trifida jsem vyhodnotila neggfmou ordinani
analyzou PCA v programu CANOCO (ter Braak a Smila@@02). Klasifikaci snimk do
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veget&nich skupin jsem provedla pomoci divizivni metody/INSPAN (Hill,1979) v programu
Juice.

Ekologické narokyC. trifida byly dale vyhodnoceny pomoci Ellenbergovych indikah hodnot,
které ukazuji ekologické preference jednotlivychhdrrostlin. Skaladchto hodnot se pohybuje od
1 do 9 (Ellenberget al.1992).

Praimérné Ellenbergovy hodnoty pro vihkost, éeni, kontinentalitu, fpdni reakci, teplotu a
Ziviny byly vypaitdny pro kazdy snimek pomoci programu Juice. Kromechorost a druhi
vysSich rostlin, které Ellenbergt al. (1992) neklasifikovali, &. trifida, jsem pro analyzu pouzila
vSechny ostatni ffomné druhy. Relativni ekologické naroky druku trifida jsem nasledh
vyhodnotila nefimou ordingni analyzou PCA vprogramu CANOCO. Vysledky byly
vizualizovany v programu CANODRAW v. 4.5 (ter BraalSmilauer, 2002). K seni jednotlivych
biotopi a jejich z#azeni jsem pouzila publikaci Chytrgt al, 2001.

2.5. Fidni analyzy

Ridni reakce (pH) byla stanovena Markétou Kremlov@debrané fdni vzorky byly gesaty
na situ (2mm) a usuSenyipokojové teplat. Vzorky s vysokym podilem raSelinné organické
hmoty byly ged gesatim zhomogenizovany analytickym mlynkem A 1lidb&&A, Némecko).
Vzorek usuSené jemnozémbyl smichan s destilovanou vodou v pom 1:10 (2g/20ml) a
promichavan po 1 hodinu n#&pace. Nasled& bylo zméteno pH vzork membranovym pH
metrem Gryf 107 (Schott Gerate). Ke kalibraci pHtmnebyl pouzit ftalatovy a fosfatovy pufr
znaky Pentanal. Kazdy vzorek byl 2iien dvakrat a hodnoty amérovany. Vysledné pH lokality

bylo ziskano zpmeérovanim narmdtenych pH hodnofit vzorka z lokality.
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3. Vysledky

3.1 Molekularni analyzy a fylogenetické analyzy

3.1.1. Identifikace mykorhiznich hub z druhuC. trifida

Celkem jsem vyextrahovala DNA a provedla PCR u b8 z 35 rostlin pochéazejicich z 19

lokalit. U 53 vzorki korfeni probshla PCR usgsre. U Zadného vzorku nebylo zaznamenano vice

hub, ve vSech analyzovanych vzorcich byl vzdy reaigen jeden bandizné intenzity. Porovnanim

mych sekvenci s votn dostupnymi sekvencemi v databazi NCBI jsem zjstite vSechny

osekvenované houby pato ¢eledi Thelephoraceae a fodomentellaa Thelephora Zadny jiny

rod mykorhiznich hub nebyl v kenech nalezen. Celkem jsem nalezla 22 taxadeledi

Thelephoraceae (tabulka 2).

Celkow byla nalezena malé& diverzita hub na jednotlivyadtelitach v gipact analyzy vice

rostlin z jedné lokality. Z 16 lokalit, kde jsemayzovala vice nez jednu rostlinu, jsem jen na 4

lokalitdch naslatzné druhy hub v rostlinach, na zbylych lokalitagfydhouby ve vSech rostlinach

stejné (viz tabulka 2). Z celkového gbo 22 druli jsem identifikovala 7 tznych taxohd hub z
butinovych biotoi a 15 fiznych taxoi hub z podmé&nych biotog.

Lokalita
Béla

Dobra
Francie
Hardegg

BB-Hviezdaren
Klacno

Krk- lom
Norsko 1

Norsko 2
Olsina

Omsenie
Krk- peklo
Rejviz
SO0S
Sulov
Vidly

Zhuri 1

Zhuri 2

¢&islo rostliny
K1
K2
K1
K2
K1
K2
K1
K2
K1
K1
K2
K1
K2
K1
K2
K1
K1
K2
K1
K2
K1
K2
K1
K2
K1
K2
K1
K2
K1
K2
K1
K2
K3
K1
K2

druh
#1
#1
#2
#3
#4
#5
#6
#6
H#H1
#8
#8
#9
#9
#10
#10
#11
#12
#12
#13
#13
#14
#14
#15
#15
#16
#17
#18
#18
#19
#19
#20
#21
#20
#22
#22

kod
Bela

Dobra #1
Dobra #2
Francie #1
Francie #2
Hardegg

BB-Hviezdaren

Klacno

Krk- lom

Norsko #1

Norsko #2 Tabulka 2. Orientni piehled druld
Olsina hub ziskanych z druhC. trifida s

Omsenie kody hub jednotlivych lokalitgisly

rostlin a jednotlivych druinhub. Kod

hub oznauje kéd druhu hub pouZzity

Rejuiz v naslednych fylogenetickych
analyzach.

Krk- Peklo

SOO0S #1
SOO0S #2
Sulov

Vidly

Zhuril #1
Zhuril #2

Zhuri2
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3.1.2. Analyza vlastnich sekvenci hub z keni druhu C. trifida - alignment 1

Vlastni sekvence (celkem 22) byly dehalignovatelné v konzervativnich Usecich 5,8S @& 2@
variabilnich Usecich ITS 1 a ITS 2. Alignment bidwhy 1195 bazi. Jako outgroup byl definovan
taxon SOOS#2 na zakkaghorovnani se stromem z alignmentu 2, kde se uazalje to druh se

zcela nejasnouifbuznosti k ostatnim taxém.

3.1.3. Vysledky fylogenetickych analyz

MP analyza naSla 27 nejkratSich sttomdélkou TL = 397 (konzisténi index- Cl=0.6121,
homoplasticky index- HI=0.3879 a retan index- RI=0.6695), konsenzualni strom byl sestav
pomoci 50% majoritniho konsenzu. Z celkovehotpd 195 znak bylo 126 znak informativnich
pro parsimonii 986 znakbylo nevariabilnich. Analyza ML nalezla 1 stronfo¢lk=-3661.247245).
Analyza Bl vytvdila jeden strom pomoci 50% majoritniho konsenzu.

V piipadt, Ze byly nalezeny na jedné lokalitizné druhy z'eledi Thelephoraceae, malokdy se
ve fylogenetické analyze umistily blizko sebe. ¥ijbu jsou taxony #1 a #2 z lokality @il ve
skupire 2 (viz obrazek 1). Podobné si byly druhy Theleploeae ze zahramich acaskych lokalit,
které se umistily blizko sebe ve skupinach 1, J\abobrazek 1)

Topologie strom sestavenych ve fylogenetickych analyzach si bylst ggodobna. Z idrodu
piehlednosti byl zobrazen pouze strom sestaveny zmalgl, ve kterém je patrna vyrazna bazalni
polytomie a tedy nejasné vztahy mezi jednotlivylugnami vyliSenymi na stromu (obrazek 1). Ve
stromech vytvéenych ostatnimi metodami sice vztahy mezi skupinarmieSenycasto byly, ale
feSenicasto neziskala vyznamnou podporu (>50%) a neljepovaZzovat za spolehlivé. V ramci
analyz se vyskytly nestabilni taxony, které v rajadnotlivych fylogenetickych analyz nily sva
umiseéni (nag. SOOS #1).
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SO0S #2

SOO0S #1

BB-Hviezdaren

Bela :| Taxon Bélg

Sulov

Klacno
%-/.0.85/0.74 Skupina 4
Omsenie

0.67/0.99/1.00

Hardegg
Krk-lom

1.00/0.66/0.88

0.51/0.71/0.67

Zhuri2
Vidly Skupina 5

1.00/1.00/1.00

7\ .
-0.930.76" L. Francie #2

Dobra #1 N
I Skupina 1
1.00/1.00/1.00 Francie #1

Zhuri1 #1

Rejyiz §
Zhuri1 #2

1.00/0.9/1.00

1.00/0.98/1.00 Norsko #2

Dobra #2 .
H Skupina 3
1.00/1.00/1.00 Ba Norsko #1
Krk-Peklo
4 Skupina 6
1.00/0.56/0.7 Olsina

e
0.01

Obrazek 1. Bayesovsky strom vyreoy na zaklagl ITS, 18S, 5.8S a 28S usekMP a ML
bootstrapové podpory a bayesovské péaedobnosti jsou umigty u nodu v ptadi MP, ML a BI.
Cervert vyznaené wtve zn&i symbionty z kyselych biotdp modré z bginovych. Tlusk
vyznaeneé ¥tve znamenaji, Ze tytetve jsou podpieny ve vSechiéch analyzach. Jako outgroup
byl definovan taxon SOOS #2. Podpory jednotlivyétvivisou uvedeny pokud byly vySSi nez 50%.
Wswetlivky: 8- skupina 2. Bylo vytvieno 5 skupin a jeden samostastojici druh.
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3.1.4. Porovnani jednotlivych metod sestavovani fytjenetickych stront

* Maximalni parsimonie
Nebyly sestavovany polytomické taxony s nejasnyloggnetickym postavenim. Topologie stromu
byla dol¥e rozliSena. Mnohoéivi, které byly podpieny v ML a Bl nebylo v MP podgeno.

* Maximalni vérohodnost
Byl definovan jeden taxon s nejasnymi fylogenetiokywztahy, a to BB-Hviezdate Co bylo
mozné, tak bylo umi&ho na bazi k jednotlivym podpenym skupindm s nizkymi podporami.
Topologie stromu byla rozliSena.

» Bayesianska prav@podobnost
Vztahy mezi jednotlivymi skupinami byly nejm&nrozliSené. Byly vytveéeny jednoznéné
rozliSitelné skupiny a podpeny Wtve, které nebyly podgeny v MP a ML. Vztahy mezi
skupinami s nizkymi podporamétvi v MP a ML nebyly podpieny ani analyzou BI, a tim padem
nezobrazeny v baysianském majoritnim stromu. Tapelstromu tim byla viceiphledna a ne tak
rozwtvena jako v MP a ML.

Mezi taxony s nejasnouipuznosti k ostatnim sekvenci (tzv. nestabilni ngxgati SOOS #1,
SOOS #2 a BB-Hviezdéatig a skowily tak v Bl stromu na bazi. Jejich postaveni seamci
jednotlivych fylogenetickych analyz velmi liSilo.

3.1.5. Dol¥e podparené skupiny z alignmentu 1

Z celkového pdtu 22 taxofi se vytvdilo 5 dok¥e podpaenych skupin a taxond&. Taxony hub
pochazejici z podndanych lokalit nevytviily Zadnou ucelenou skupinu, ale naopak sedldyaio
nékolika mensich skupin, mezi nimiz neni jasit@bpznost. WiIiSily seit skupiny zahrnujici druhy
Thelephoraceae pochazejici pouze z kyselych Igkalid skupiny 1, 2 a 3. Tyto skupiny zahrnuji
jak ¢eské druhy z lokalit Ziki 1 a Dobra, tak i francouzské (Francie #1) a alyak@ druhy.

VétSina sekvenci pochazejicich Zmovych lokalit si byla velmi podobna a vyttily samostatnou
skupinu 4. Jediné dva druhy z bazickych lokalier&tv této velké skupénnejsou zahrnuty, maji
bud’ nejasné fylogenetické postaveni (BB- Hviezdige nebo jsou zahrnuty ve smiSené sk&ipin

Sesterkymi skupinami k velké bazické sk skupina 5 a samostéatstojici taxon BIa.
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3.1.6. Analyza vlastnich sekvenci hub spdie¢ se stazenymi sekvencemi z GeneBank-
alignment 2

Celkem bylo analyzovano 57 taxoAlignment byl dlouhy 602 bazi. Jako outgroup bgfidovan
taxonTomentella pseudoterrestii8F272907).

3.1.7. Vysledky fylogenetickych analyz

MP analyza nasla 303 nejkratSich stéoms délkou TL= 859, konsenzudlni strom byl sestaven
pomoci 50% majoritniho konsenzu. Z celkovehétp®02 znak bylo 185 znak informativni pro
parsimonii, 350 znak bylo nevariabilnich (CI=0.3745, HI=0.6205, RI=018). Analyza ML
nalezla jeden strom (loglk=-4760.805488). Analyzh \§tvoiila jeden strom sestaveny 50%

majoritnim konsensem.

3.1.8. Dol¥e podparené skupiny z alignmentu 2

Sekvence z alignmentu Distaly ve stejnych skupinach jako ve stromu na dwrdz Druhy hub z
ceskych lokalit nevytviily oddélenou skupinu, ale byla zjita jejich gibuznost k mnohaiznym
morfologicky definovanym taxamm jako v gipact skupin . V pipadt pivodre nestabilniho taxonu
SOOS#1 doslo k jeho stabilnimuraaeni k ivodre negibuznym drulim (obrazek 2). Ve skupin
5 prekvapiv doslo k z#&azeni jednoho druhu pochéazejiciho z lokality s ddgazn pH. Butinovy
druh z lokality BB-Hviezdarng ptivodre s nejasnym fylogenetickym postavenim se umistibéa
skupiny 8 (obrazek 2). Taxon SOOS #3tal v nejasném fylogenetickém postaveni.

e Skupina 1
Zahrnuje skupinu tax@nhub z biotof s kyselym pH. Spadaji do ni taxony Vidly, Frangie,
Zhuii2, Tomentella subclavigeréAF272939), neurena mdni houba (EF433990) Bomentella sp.
vyextrahovana z druh@. trifida na skotské lokakit (AF184744). Taxony Francie #2 a Vidly jsou
sesterské a taxon #ii2 je sestersky s druheffomentella subclavigeréAF272939). Ani jedna
podskupina nebyla podpena v MP, nejvysSich podpor dosahly v ML a relatiaizkych podpor v
Bl. Na bazi této skupiny se nachazi blize nenéd houba vyextrahovana zidy na AljaSce
(EF433990) a blize netenaTomentella spvyextrahovana z druhG. trifida z biotopu s kyselym
pH ze Skotska. Pozice bazalnich takbyly dolie podpdeny ve vSechiech analyzach.

e Skupina 2
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Spada do ni taxondB, ktery je sestersky s néaaenym druhenTomentella spasociovanym s
Betula papyrifera(EF218831). Tato skupina jefipuznd se skupinou 1, ale tateibuznost je
podpdena pouze v BI.

e Skupina 3
Velka skupina taxain hub, které byly nalezeny v biotopech se zasadipiin do které spadaji
taxony Silov, Klatno, OmsSenie, Hardegg a Krk-lom. Tyto taxonystaly pohromagl jako v
alignmentu 1 fipojil se k nim nez&azeny druhTomentella spnalezena \C. trifida v butinovém
biotopu s bazickym pH v &necku (EF471313).

e Skupina 4
Do této skupiny spadaji taxony Dobra #1, Francie Které se udrzely pohromadako v
alignmentu 1. Kdmto taxorim je giibuznaTomentella lateritiagd AF272926). Tato skupina je velmi
dohe podpdena ve vSech@ch analyzach.

e Skupina 5
Na bazi této skupiny jsou taxony Rejviz aidl #1. Jejich bazalni postaveni je potipw v Bl, v
ML a MP tyto wtve podpdeny nejsou. Byla vytv@na jedna &Si podskupina, do které spadajédv
mensSi podskupiny a jedna blize nmma Basidiomycota vyextrahovanad @ephalantera
damasoniune biotopu se zasaditym pH (AY833051), kterd mamgi této podskupiny nejasné
fylogenetické postaveni. Do prvni mensSi podskupisgada blize netena Tomentella
vyextrahovana 4ntsia bijuga ze Seychelskych ostrda FM955848), ktera je sesterska s fiob
podpdenou skupinou, do které spadihelephora terrestrigTTU83486), Thelephora sublilacina
vyextrahovana Alnus sp (UDB002972) a nedena houba zeledi Thelephoracea@F272931).
Do druhé mensSi podskupiny spadaji taxonyiZzh#2, Norsko #2, blize natena houba zeledi
Thelephoraceae vyextrahovan@&ephalantera damasoniumbiotopu s bazickym pH (AY634143).
K t¢émto v ramci skupiny polytomickym taxém je sesterskd déd podpéena skupina, do které
spadaTomentella terrestrifAF272901), neweny druh roduTomentellavyextrahovana z druhu
C.trifida (AF184748) a ektomykorhizni houbaeledi Thelephoraceae druhuTsuga heterophylla
(FJ 236853).

» Skupina 6
Mald skupina, do které spadaji taxomgmentella punicegAF272943)aTomentella ferruginea
(AF272909).Nejvetsi podpory ma tatogtev v Bl, v ML m4 tato ¥tev nizkou podporu a v MP neni

vubec vytvdena.
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e Skupina 7
Tato skupina zahrnuje na bazi taxon BB-Hvieztla€@statni ¥tve této skupiny nebyly podpeny v
MP, v ML a Bl podpeeny byly a spadaji do ni 3 taxony; houbaetedi Thelephoraceae
Cephalanthera exigua Thajska (FJ549908),adni houba z lokality z USA (EU292520) a druh
Tomentella lapiddAF272941).

e Skupina 8
Do této skupiny spadaji taxony Dobra #2 a Norsko Ktkré se drzi spolu sté&nako v
l.alignmentu a k nim néleZi sesterska skupina, téoékspada taxon SOOS #1, ktery byl v 1.
alignmentu polytomicky a blize nei@na houba zeledi Thelephoraceae druhuCephalanthera
austineaenalezené na lokaditv USA (TSU83473).

e Skupina 9
Taxon Krk-Peklo se seskupil s blize nemnym druhem z rodliomentellavyextrahovanou z druhu
C. trifida na americké lokakt (AF184746) a s netenou houbou z roddomentellaz C.
odontorhizana lokalig v USA (EU625829) a s ektomykorhizni houbou z rothmmentella
vyextrahovanou z kenové Spiky druhu Picea abies(AF430289). Jejim blizce fipuznym

taxonem jeTomentella coerule@AF272934).

* Skupina 10
Na bazi této skupiny je blize néenad houby zceledi Thelephoraceaevyextrahovana z
Cephalantera longifolia(DQ150117). Taxon OlSina #1 jetipuzna s Tomentella viridula
(AF272914) a jejich sesterskou skupinou je tené houba z rodliomentella spz C. trifida na
lokalité s kyselym pH v USA (AF184747)omentella galzini{AF272928)
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AF272907- OUTGROUP- Thelephora pseudoterrestris, Thajsko
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Obrazek 2. Bayesovsky strom sestaveny na z&kla&, 18S, 5.8S a 28S usekMP a ML
bootstrapové podpory a bayesovské pépedobosti jsou umishy u nodu v ptadi MP, ML a BI.
Wsweétlivky: orm- orchideoidni mykorhiza, ecm- ektomykara, §- skupina 5.Tomentella
pseudoterrestrigAF272907) byla definovana jako outgroup. Bylowgfeno 10 skupin. Jednotlivé
podpory ¥tvi byly uvedeny pokud byly vy3si nez 50%. Wivky: §- skupina 2.Cervené
vyznaeneé ¥tve znd&i symbionty z kyselych biotap modré z bazickych. Tlustvyznaené étve
znamenaiji, Ze tyto&ve byly podpeeny ve vSechieéch analyzach. Nami vytiené sekvence byly
zvyrazreny tlust. Kazda ze stazenych sekvenci ma uvedené své ninikato z databaze. P
moznosti dohledani blizSich informaci byla uvedkralita, zdroj a pH. Cela druhova jména bez
lokality a zdroje zn&, Ze sekvence pochazi z hexdé& polozky.

3.2. Analyza genotypove variability druhuC. trifida pomoci ISSR

Celkem jsem zanalyzovala nadzemasti 35 rostlin pochazejicich z 1fiznych lokalit; po pti
vzorcich z Francie a Krkono$, goytech vzorcich z lokality Ziti 1 a po tech vzorcich z lokalit
Béla, Dobra, BB-Hviezdare Kla¢cno, Rejviz, OlSina, 8ov. Za pouziti i ISSR primelt jsem
ziskala 35 informativnich lokus

Olsina 1
T, Olsina 2 3
ejviz i _ BB-Hviezdaren 1
Dobra 3 ] Qlsina 3 - i
lacno 2 Dobra 2 o
3
§ Klacno 1
_sUloy 2
2 Klacho 3
Francie 2
ke . 77— Francie 1

'y 1Y o Dobra1
FF NSy, So~Francie 3
IBeaw: \\ Francie 4
A ANy, Francie &

“Sulov 1
Fhuri 2 Sulovy 3

Zhurid  Zhuri 1

Obrazek 3. FylogenetickarsNeighbour Network vytviena z genotypdruhuC. trifida ziskanych
metodou ISSRCisla za jmény lokalit zrih vzorky jednotlivych rostlin.
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Jednotlivé vzorky nadzemnicbésti z kyselych a bazickych biotopa i z iiznych ¢asto
geograficky vzdalenych lokalit vytyiby relativné homogenni skupinu bez zjevné diferenciace
(obrazek 3). Absence souvislosti mezi genotypovatabilitu a geografickymi vzdalenostmi je
podpdena i nepikaznym Mantelovym testem (p> 0,46°=R0.038).

Rozmiséni jednotlivych vzork by se dalo rozdit do tii skupin. Genotypayvyrazreji oddélené
od ostatnich populaci byly pouze rostliny ze dvokalit, a to KrkonoSe-Peklo a¢B (obrazek 3).
Rostliny z ostatnich lokalit takéékdy tvaily homogenni skupiny vzoitk které zstavaly
pohromad, nicmért vyrazrejSi oddleni od ostatnich chybi (nagFrancie, OlSina, 4iti); nebo se
vzorky z jedné lokality rozmistily naizna mista v siti (Bov, Rejviz, Kla&no, BB-Hviezdarsa,
Dobra).

Pomoci analyzy molekularni variance se ukazalyissigkty prnikazné genetické rozdily mezi
populacemi i vramci jednotlivych populacifiggmz vice variability bylo vysileno na
mezipopulani Grovni (tabulka 3). Naopak populace pochazeikyselych a bazickych stanot/is
se od sebe pkazre neliSily (tabulka 3). JelikoZ vysoka variabilitaaorki z lokality KrkonoSe-
Peklo by mohla zkreslit vlastni analyzu, byly vaprk této lokality v dalSi analyze odebrany,

vysledek byl ale velice podobny.

Variabilita DF OV % p
Mezi biotopy 1 0,049 1 0,276
Mezipopulaéni 8 1,563 57  xx*
Vnitropopulaéni 25 2,086 42 @

Tabulka 3. Shrnuti analyzy molekularni variance @WA). Hladina vyznamnosti byla testovana
na 999 permutacich. VWa&iivky:***- pr ukazny na hladi& (p<0,001), DF- stuphvolnosti, OV
odhadovana variabilita, %- procento v§tené variability, p- pikaznost.
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Graf PCoA analyzy (obrazek 4) ukazuje podobné wdfsigako sf Neighbour Network (obrazek
3). Opet jsou pordrné doke odalené rostliny z lokalit Bla a KrkonoSe-Peklo. Vzorky z ostatnich

populaci jsou si vzajemdmaopak velmi podobné.

% Francie
b Krk-Peklo
A Zhuril

ko.2 - Bela

.
o H,m ¢ Dobra
.

.o

BB-Hviezdaren
A Klacno
® QOlsina

& Rejviz

m Sulov

ko.1

Obrazek 4. PCoA ordigai analyza genetickych distanci rostlin ze vSecalyaovanych lokalit.
Wswetlivky: ko.1, 2 - 1 a 2 osa. Prvni osa vytdoevala 34,5 % variability, druha osa vyteovala
23,8 % variability.

3.3. Ekologické preference druhtC. trifida

Na zaklad analyzy fytocenologickych snimikpomoci divizni analyzy Twinspan byly v
programu Juice klasifikovanytyii biotopy, ve kterych rost€. trifida:

Jednd se o K¥naté bdiny podsv. Eu-Fagenion (sv. Fagion), vapnomilnér@t&ove) bginy
podsv. Cephalanthero-Fagenion (sv. Fagion), ras&litfeziny sv. Betulion pubescentis a
heterogen&Si skupina rasSelinnych a poddedych smtin sv. Piceion excelsae a raSelinnych
brusnicovych bar sv. Dicrano-Pinion. Druhové sloZzeni stromovehoetokeho patraéchto 4
skupin je ilustrovano na obrazku 6. Prattnaté bdiny byly dominantnimi druhyagus sylvatica,
Tilia cordata a Hieraceum murorum diagnostickymi druhy bylyGalium odoratum, Mycelis
muralis, Lathyrus vernusDominantnimi druhy pro vapnomilné &dny byl Fagus sylvatica
Diagnostickymi druhy bylyFagus sylvaticaa Cephalantera damasoniun®ro raselinné ieziny
byly dominantnimi druhyFilipendula ulmaria, Salix aurita, Betula carpatlaica B. pubecens
Diagnostickymi druhy byly Viola palustris, Salix auritaa Carex nigra Pro posledni
diagnostikovany biotop byly dominantnimi druRycea abies, Calamagrostis villosa, Vaccinium
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uliginosum a Pinus sylvestriBiagnostickymi druhy bylyicea abies, Calamagrostis villosa, Pinus
sylvestrisa Moneses unifloraOrdin&ni analyza stromového aikeého patra fytocenologickych
snimki s vyskytem koralice ddb vycEluje skupinu bdinovych biotofi s dominantnim druhem
Fagus sylvatica Druhou dobke vyliSenou skupinou jsou podiené raSelinné ibziny a vrbiny

s dominantnimi druhyBetula pubescensa Salix aurita Skupina raSelinnych siin je tvaena
heterogennim souborem sniimktery se v ordingnim diagramucasté&né piekryva se skupinou
raSelinnych bezin (jedn& se o fytocenologické snimky z lokalifyR Borova Lada, kde se krém

Pinus sylvestrizyrare uplatiuje i Betula pubescehs

o P
-

<8
ot

26
SaliAur1 7 BetuPub3

FranAin1 aa‘:‘AurS
27

BetuPub
TiliCor3 ) o
5y AcerPlal SaliAurg> = 7
m]
e

AcerPse? 29

PinuSyl3

FaguSyl3

LiguVul1 . B
PrunAvii AlnuSp. PiceAbi2
v1 1
SorbAuc V24
Oi3
2 () okroticove buciny
Oi4 [0 kvetnate buciny
wyy FiceAbi3 <> raselinne breziny
5/ raselinne smrciny
<
N

Obrazek 5. Ordinai analyza stromoveho aikeého patra fytocenologickych snitnk vyskytem
C. trifida. Prvni osa vysstlovala 22,2 % variability, druha osa 32,7 % vailigh

Mnohoroznérna analyza Ellenbergrovych indikdch hodnot doie oddlila bucinové
biotopy od biotop zraSeligdnych a podmé&nych (obrazek 6). Pro &nové biotopy je

N 1

charakteristick& vysoka Uzivnost, vySsi teplotaidnp reakce. Vapnomilné a &wnaté bdiny jsou
obecr susSi biotopy s dominujicim stromovym patrem, pakost bylinného patra byva i m&n
nez 30%. Relativhhomogenni skupinu t¥bbiotop raSelinnychilezin, pro ktery je typické vyssi
oswtleni a vysokd vlhkost. Jde o kysely poderdy biotop rostouci zpravidla naékkych
raSelinach o hloubce 10- 20 cm. RaSelinnécsmirsecasténe vydélily dle stoupajiciho gradientu

kontinetality.
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Obradzek 6. Ordinmi analyza charakteristik jednotlivych biofoprypatitanych na zaklad
Ellenbergovych indikenich hodnot.(nefpma ordin&ni analyza PCA). Prvni osa vyhvala 74,6
% variability a druhé osa vystlovala 87,3 % variability.

3.4. Fadni analyzy

Rozmezi hodnotimni reakce v ramci studovanych lokalit se pohybowal 3,9 do 7,5 (tabulka
1). Na zaklad téchto hodnot bylo mozné rozliSit stano¥ista kysela (podni&né a zraSelite
bieziny a smtiny) a bazicka (kétnaté a vapnomilné kiny). Toto rozéleni odpovida tomu, jaky
typ vegetace na dané lokalitoste a na jaké podkladu se vyskytuje. Vyjimkyamci butinovych
lokalit tvoii Sprartk a Silov, které jsou sice na vapenci, ale jeho pH jentnkiyselé. Tato odchylka

muze byt pravdpodobré zpisobena vyplavenymipinim horizontem.
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4. Diskuze

4.1 Limitace rozSieni mykoheterotrofnich rostlin — abiotické vs. bioické faktory

Vhodnost biotopu pro vykieni a naslednyist rostlin je utovana jak abiotickymi (Ziviny,
swtlo, typ pady), tak biotickymi faktory Zivotniho prastdi (kompetice s okolnimi rostlinami,
piitomnost patogern opylovat a mykorhiznich hub). U mykoheterotrofnich rosjénpiitomnost
hub klicovym faktorem.C. trifida je primar zavisla na trojstranné symbibdze, které gastni
mykorhizni houby a skrze énnapojené okolni stromy. Mnoho studii dokézalo fake
ektomykorhizni houby nejsou vige rozmisény nahodile a roztrous&nale shlukovit¢ s ucenymi
limity jejich rozSteni. Rozmisini mykorhiznich hub do jisté miry duje rozmistni rostlin, coz
plati zvlas¢ pro mykoheterotrofni rostliny (Barre#t al.2010, McCormicket al.2009).

VétSina tomentelloidnich hub je cel@ove rozStena a centrum jejich diverzity se nachazi v
temperatnich jehinanovych a listnatych lesich. Ektomykorhizni houbgu vazany na lesni
biotopy, kde se vyskytuji jejich hostitelské rasglia jednotlivé druhy hub se v ramci lokality
vyskytuji mozaikovi¢ (Tedersoo et al. 2003). Ekologické charakteristiky tomentelloidnichb
nejsou stale ddak neprozkoumany. Obetrse vi, Ze zastupci téteeledi pati mezi saprofyty
(Kalina a Vaa 2003) a ektomykorhizni houby, které jsou nesm@fpi vybéru svého hostitele
(McKendrick et al.2000; Koljalg et al.2000).

4.2 Specificita houbovych partneti rodu Corallorhiza

V ramci roduCorallorhizase druhC. trifida fadi nejspiSe mezi specifické druhy, poji se &y
rody hub patcich doceledi Thelephoraceae, a to s rothymentellaa Thelephora Tyto vysledky
koresponduji s vysledky publikované McKendricket al., (2000). Co se te asociaci
pravdépodobre piibuznych drufh C. trifida, které byly sestaveny ve fylogenetické studii
publikované Freudensteinem a Senyo (2008 .jevdontorhizaoproti C. trifida vice specificka,
protoZe se poji jen s rodehomentella sppStudie McCormick et al.(2009) byla vSak provedena
jen na jedné jediné lokalit proto mize byt jeji specifita podhodnocena @za byt ve skutanosti
SirSi. DalSi druhyazené do spot@é skupiny <C. trifida- C. maculata a C. mertensianase poji
vyhradré s houbami Zeledt Russulaceae (Taylor a Bruns, 2003). U rel&tivndalerjSiho druhu,
ale stdle se nachéazejicim ve stejné skupahko C. trifida skupiré- C. striata se pojila jen se
zastupci z roddomentella sp ktera je taxonomicky blizceipuznéa sT. fuscocineredBarrett et

al., 2010. Druh T. fuscocinerearySel jako nejblize ffouzny taxoim z bwinovych biotof (viz
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obrazek 1 v sekci Vysledky) po &pé identifikaci. Tento druh nefhv ramci mych analyz jasné
fylogenetické postaveni. Proto seéu@ identifikace musi brat s rezervou, protoze lfsta
nezahrnuje vSechny druhy tomentelloidnich hub #$@opouze na podobnost sekvenci.

4.3 Mykorhizni asociaceC. trifida ve dvou kontrastnich typech biotoyi

Vysledky fylogenetickych analyz ukazaly na tendemwee shlukovani &sSiny z bwinovych
taxoni hub do jedné velké skupiny, a na tvorbu menSicipisktaxori smginovych a ezinovych.
Mezi skupinamidchto taxori vSak nebyly ujasmé fylogenetické vztahy, a proto byly povazovany
jednotlivé skupiny za néfbuzné. V jednom jedinémripact doSlo ke shlukovani Binového a
smginoveho taxonu v jedné skugin
V bwinovych biotopectC. trifida preferovala jeden druh houby, zatimcoieZinovych biotopech
se pojila s vice druhy hub. Tato ziSt koresponduji s tvrzenim, Ze by mohl d@htrifida davat
piednost jednomu titému taxonu tomentelloidni houbyga jinym (McCormick et al, 2009).

Ve fylogenetické analyze doSlo k jednomu zajimavejisgni, a to u skupiny 2. (viz obrazek 1),
ktera se sestava z taxXozhaii2 a Vidly, u kterych bylo nadteno kyselé pH, affiom jsou
sesterské k linovym taxormm. Tyto linie by mohly byt pravpodobri povaZzovany za jakysi
piechod mezi liniemi hub z Binovych a podmé&enych biotogd. Taxony Vidly a ZIiii #2 pochazeji
z rostlin rostoucich na okraji cest s nevykramm vegetanim spoléenstvem s fitomnosti smrku a
buku (Jersakova, ustni&eni) (viz fytocenologické snimky v sekcéilBhy). Taxon Francie #1 je
evidentr pribuzny k €Emto taxorim, ktery pochazi z lokality s kyselym pH stejako v gipad
jemu gibuznychéeskych taxof. Po zgtné identifikaci ve viejné databazi se potvrdilo, Ze taxony
Zhuii2, Vidly a Francie #1 jsou si velmi podobn@a@mentella subclavigeralaxony Francie #2 a
Dobra jsou pravgpodobre druh Tomentella lateritia coZz podptilo naSe vysledky z
fylogenetickych analyz uvedenych v sekci Vysledkgxony ziskané z Rejvizu, Norska au#ih
mohou byt s velkou pra¥godobnostiTomentella sublilacinaPro tento druh bylo konkrétn
zjisteno shlukovité rozmisghi v ramci lokality ve studii publikované HortonearBrunsem (1998).
Skupina 3 (viz Obr. 1) byla podobna Ehelephora terrestris VSem bdinovym taxormm
nachazejicim se ve skupint byla nejblize fibuznd, jak bylo jiz vySe zm&no, Tomentella
fuscocinereaAsociace naSich taxértedy i po orient&ni identifikaci pokryvaji rodyrhelephoraa
Tomentella.

C. trifida roste ve vapnomilnych Binach, kde se hofnvyskytuje i dalSi druh zeledi
vstava&ovitych, a to drulCephalanthera damasoniuwe kterém byly také, stejjako u druhuC.
trifida, nalezeny jako mykobionti zastup@ledi Thelephoraceae/zhledem k tomu, Ze jde o dva

rozdilné druhypy bylo zajimavé porovnat jejich mykobionty.
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4.4 Genotypova variabilitaC. trifida

Velikost vnitropopuléni a mezipopukani variability nAm umoiuje usuzovat, jaké evaioi
procesy prothly v danych populacich v historii a v s@asnosti (Godtet al.,1996).

Mira primérné genetické odliSnosti kazdé populace oproti kibytopulaci nMize byt pouzita ke
zkoumani dsledki geografickéhatleréni populaci v evoltnich procesech, které probihaly jak
v minulosti, tak v sotasnosti a je wlezita @i rekonstrukci jednotlivych fylogeografickych udatg

ke kterym doSlo fed a po osidleni lokality.

C. trifida je fakultativre autogamicka rostlina s vyraznym klonalniistem (Vakhrameevat al.
2008). Rostlinné druhy s takovymi vlastnostmi maliivykle vysokou mezipoputai a nizkou
vnitropopul&ni genetickou variabilitu. Miniaturni semena vstaokatych vSak umoiuji snadny
pienos i na velké vzdalenostimz by se mohla mezipopula variabilita sniZzovat.

Nedavno vSak bylo doloZzeno, Z€tSina semen vstavavitych rostlin spadne pobliz mas&é
rostliny (Jersdkova a Malinova 2007) a jen nepatrmzstvi semen z jejich velkého&o se
pienese i na velké vzdalenosti pomoci vzdusnych pgiroud

Klonalita a izolace populaci v prostoru mohou takét ke snizeni mezipoputd variability a
zarova zvySovat diverzitu vnitropoputai. V mnou studovanych lokalitach vSak vnitropoguoia
variabilita byla vySSi nez variabilita mezipoptid Tento vysledek tedy viiném rozporu s
popul&nimi studiemi provedenymi na autogamnich rostlindcupovida spiSe trendu zfisému u
cizosprasnych rostlin (Sheegt al.,2009).

Variabilita mezi regiony byla zanedbatelna a ikpena, coz ukazuje na relativni genotypovou
homogenitu. Tato skutaost Zejme nebude zfisobena tim, Ze by €& trifida dol¥e Sfila semeny a
dochéazelo tak kasté vyniné genetického materialu. Da s&egdpokladat, Ze v lesnich uzanych
biotopech je $&ni semeny ztizeno (Jacquenym, 2008), naiti&ina populacC. trifida predstavuje
izolované vyskyty. | fes ndhodnost, s jakou dochazi k rozptylovani semide tento proces
podporovat toku gena omezovat tak genetickou diferenciadiertds pylu opylovéa také nelze
zcela vylouit, musime vSak brat v Gvahu to, Ze &mneni nic znamo a druh je pokladan za
pievazre samosprasny (Prochazka, 1980). Nizk&d mezipopulariabilita také mize gedstavovat
pocateini diferenciaci ekotyfp nebo poatek speciace, pokud jsou populace izolované jedha
druhé (Falk a Olwell, 1992).

Na zéklad hypotézy, Ze je8tpied rekolika desitkami let byl drule. trifda hojny, tudiz nebyly
populace izolované a probihal mezi nimi tok @evi nedavné dabvsak doSlo k velkému Gbytku
populaci, kdy naip na Mora¥ a ve Slezsku vymizelo aZz 88% populaci (Jatiovanit&k, 1996),

coz se jest nemuselo stihnout projevit na genetické variabijgdnotlivych populaci. Nizka
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mezipopuléni variabilita nize byt zgisobena tim, Ze se stavajici populaceébigdod zdrojové
populace teprveipd nedavnou dobou nebo to mohou byt zbytky geriopgrhézejici z jvodni
panpopulace, které se zachovaly dotasnosti (Machoret al.,2002).

DalSim moznym vysitlenim je to, Ze se jedna o druh, ktery se tdz$a severni polokouli az po
doke ledové, proto se jeSnestdil diferencovat. Proto pro roZ&ni nasi analyzy by bylo vhodné
rozSiit spektrum vzork o dalSi lokality, a to o ty vzdalesi, kugikladu lokality z USA, protoze
v na americkém kontinentu se vyskytoval d@ihtrifida jiz pied zaledanim.

Co se tyge kryptickych druli v ramci roduCorallorhiza tak u druhuC. maculatabylo nalezeno
6 raznych rostlinnych genotyy jejichz vyskyt byl svazan s jednotlivymi genotypyb (Taylor et
al. 2003). V naSi praci se nevyskytly Zadné kryptickéhg. Na zakla8 genotypovych analyz totiz
vySlo najevo, Ze genotyp®se populaceiiezin, biin se od sebe nelisi.

Mira a distribuce genetické variability v rostlinmnéspol€enstvu je ovliviina nejméan tiemi
faktory, které spolu Uzce souviseji. Prvnim fakmonsou abiotické faktory jako klima, podminky
okolniho progtedi a fdy. Biotické faktory jako kompetice, symbidza, patiamus a predace jsou
druhym faktorem. fleti faktor zahrnuje charakteristiky druhu jako @ikost jeho populace, apob
rozmnozovani, geneticky tok, geografické rézsi a mechanismy rozévani semen. VSechny tyto
tii faktory ovliviuji genetickou vybaviizenym (nap selekcixi nahodnym zpisobem.

U dvou lokalit, a to konkrétnu lokalit KrkonoSe-Peklo ad Ize pozorovat jistou genotypovou
vyhrarénost oproti ostatnim lokalitdm, ale nejednéd se yptické druhy. U &chto lokalit 1ze
pozorovat jistou ztratu variability z&Epinénou tzv. bottleneck efektem,fipkterém dochazi k
vyraznému snizeni variability v populaci diky tonze se velikost populace vyrazenizi a pak
muze snadno dojit ke zteaalel nebo jejich fixaci. Ztrata variability ¥ahto populacich by se dala
vyswtlit take tzv. efektem zakladatele.

4.5 Ekologické preference druhuC. trifida

Dalo by sefici, Ze C. trifida ma pomaly evokni vyvoj zavirtny svou samosprasnosti a
klonalitou a jeji peziti je zavislé jen na houbach, které jsou lindimy faktorem jejiho vyskytu.
DalSim dilezitym souvisejicim limitujicim faktorem je vyskyhodnych ektomykorhiznich stram
Druhy, u kterych byla trojstranna symbi6éza popsgsal hoji rozStené po severni polokouli
(Randuskaet al.,1983). DruhC. trifida ma velmi Sirokou ekologickou amplitudu, rosteizmych
typech biotof s rozdilnym vodnim rezimemjpjzanou intenzitou sdtla a v relative Sirokém
rozmezi pH, jehoZ rozmezi se pohybuje od&ladizického po kyselé (Ellenberet al.,1992). Co
se tyge nadmeske vysky, tak se dru@. trifida se vyskytuje od niZin az do vysSich poloh horského
stupré (Prochazka, 1980).
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Stejre jako mnoho dalSich drdhorchideji je C. trifida velmi vzacny druh. Zakonem je
hodnocena jako sitnohrozeny druh s vysokymi naroky na stanovistninpiody (Jatiova a Smitak
1996). Biotopy, ve kterych roste, jsou ohrozenyifld@gd vysouSenim, ipvodem na jehtnaté
monokultury, pezwienim, ruderalizaci, eutrofizagiitéZbou raSeliny (Chytryet al.,2001)
(Jersakova a Kindlmann, 2004) u¢adze C. trifida roste v gkterych typech biotap s ¢asgjSim
vyskytem a jeji pokryvnost se pro tento druh rozpokryvnost velmi nizkd az zanedbatelna. Tento
druh je tedy povaZzovan za celkovzacny (Jatiova a Smitak, 1996).

Klonalni rostliny, ke kterym péti C. trifida, obvykle tvdi velmi dlouho¥ké populaceC. trifida
ma silné mezirtni vykyvy v paetnosti Zejme¢ zpisobené abiotickymi faktory jako jsou srazky a
teplota (McCormicket al.,2009).

Z biotopi, kde se druhC. trifida vyskytuje ¢asgji nam chybi zdznamy fytocenologickych
snimki, které by byly diagnostikovany jako adolni jasamiSové luhy, které jsou uvedené jako
jeden z hlavnich typbiotopi, kdeC. trifida roste (Jersakova a Kindlmann, 2004). Oba domimantn
druhy - Alnus glutinosaa Fraxinus excelsior byly sice zapsany v mych fytocenologickych
snimcich, ale jejich vySSi pokryvnost byla zaznaéman pouze v jednom z analyzovanych
fytocenologickych snimk Ani biotopy jako mokadni vrbiny, hercynské dubohaty a acidofilni
bwiny, ve kterych by se #ha C. trifida vyskytovat v nizkych frekvencich, nebyly ve vegeiah
analyzach diagnostikovany.

C. trifida roste v bdinach gevazi s dominujicim druhem stromBagus sylvatica jehoz
dominantni pokryvnostadi k sok snimky diagnostikované jako &waté a vapnomilné kiny.

V podm&enych biotopech jsou dominanty sice jasné, élmnily se. Proto tyto biotopy jsou
podstats vice rozfiznéné i res jejich relativé podobné rysy jako je rozvainost a vihkost.

Biotop podméenych smtin byl evident prechodny, coz ddle koresponduje jak s nasimi
vysledky z ordinani metody, tak s vysledky klasifikai analyzy, kde vegetai sloZeni bylo na

rozhrani dvou podjednotek - raSelinnych brusnicavyorti s dominantnim druhefinus sylvestris

a raselinnych a podms@nych smtin s dominujicim druherRicea abiesPodméené biotopy jsou

charakterizovany tim, Ze jsou oprotidmam rozvolingjsi.
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5. Zawr

Druhy hub asociovanéG. trifida sefadi do dvou rodl, a toTomentellaa Thelephora

Mykorhizni houby asociované s mykoheterotrofni atefi C. trifida netvai specialni linie vazané
na ugity biotop.

Zavislost geografické vzdalenosti na genotypovéadkti druhuC. trifida nebyla zji&na.
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Obrazek 7. Zelené body zZiiaimiseni lokalit ve stednim Norsku a ve Francii. Mapka byla
vytvoirena v programu D-map for Windows verze 7.2.
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Obréazek 8. Rozmishi studovanych lokalit €R a SRCerverg vyznatené body jsou hiinové
lokality a zeleg vyznaené body jsou podniéné lokality.



Snimky studovanych lokalit
Cislo snimku  Lokalita

1 Hardegg

2 Rakousy

3 Krk-Peklo

4 OmSenie

5 Stllov

6 Spranék

7 Zhfil

8 Dobra

9 SO0Ss

10 Rejviz

11 OlSina

12 Bela

13 Vidly

14 ZhUfi2

15 Klagno

16 BB- Hviezdéaren
17 BB-Podlavické Vymole

Snimky z Nar.fytocenologické databaze
¢islo snimku  Lokalita

18 NPR Byci skala

19 NPR Karlovské buciny
20 Svétla pod Jestédem
21 Moravsky kras

22 Doksy

23 Doksy-Mimon

24 Lenora

25 Borova Lada 1

26 Borova lada 2

27 PR mokfady pod VIEkem
28 Ceské stredohofi

29 Jestédské pohori

30 Kalivodské adoli

Tabulka 4. Nazvy vSech lokalit, ze kterych byly gapy fytocenologické snimky a jejich réfehi.



Tabulka 5.Zapis fytocenologickych fimenych z naSich lokalit a snimky poskytnuté

z fytocenologické databaze. \Wshvky pismena &isel v druhém sloupci: V- vrstva porostu, 1-

stromové patro, 4- kevé patro, 6- bylinné patro, 7- semé&kyastromi.

Nazev druhu

27 8 10 7 9

26 25 12 11 24 14 13 23 22

28 18 21 20 30 29 19

6 2 16 5 17

w
=
al
[y

Acer campestre

Acer platanoides

Acer pseudoplatanus
Ajuga genevensis

Alnus glutinosa
Anemone ranunculoides
Asarum europaeum
Brachypodium sylvaticum
Carex digitata var. digitata
Carex pilosa

Carpinus betulus
Cephalanthera damasonium
Convallaria majalis
Corallorhiza trifida
Cyclamen purpurascens
Cypripedium calceolus
Dactylis polygama
Daphne mezereum
Fagus sylvatica
Fragaria vesca

Galium odoratum
Galium sylvaticum
Hepatica nobilis
Heracleum sphondylium
Lathyrus vernus
Maianthemum bifolium
Melica nutans

Melittis melissophyllum
Mercurialis perennis
Paris quadrifolia
Phyteuma spicatum
Polygonatum odoratum
Primula elatior
Pulmonaria obscura+officinalis
Quercus petraea agg.
Sanicula europaea
Senecio ovatus
Symphytum tuberosum
Tilia cordata

Ulmus minor

Viola odorata

Avenella flexuosa
Fagus sylvatica
Fragaria species
Fraxinus excelsior
Hieracium murorum
Ligustrum vulgare
Rubus species

Sorbus aucuparia

Viola hirta

Actaea spicata

Dentaria enneaphyllos
Hedera helix

Oxalis acetosella
Polygonatum verticillatum
Prenanthes purpurea
Prunus avium

Viola reichenbachiana
Campanula rapunculoides
Cornus mas

Cornus mas

Fraxinus ornus
Hacquetia epipactis
Sorbus aria

Viburnum lantana
Carex alba
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Monotropa hypopitys
Asperula tinctoria
Crataegus species
Fagus sylvatica

Melica uniflora

Orthilia secunda

Picea abies

Poa nemoralis+riphaea
Veronica chamaedrys
Vicia sepium

Viola collina
Anthoxanthum odoratum
Betula carpatica+pubescens
Carex canescens
Carex nigra

Carex panicea

Carex rostrata

Crepis paludosa
Equisetum sylvaticum
Eriophorum vaginatum
Luzula campestris
Melampyrum arvense
Picea abies

Potentilla erecta

Salix aurita

Salix aurita

Trientalis europaea
Vaccinium myrtillus
Viola palustris
Willemetia stipitata
Carex elongata

Carex vesicaria
Deschampsia cespitosa
Dryopteris carthusiana agg.
Festuca species
Filipendula ulmaria
Galium palustre
Peucedanum palustre
Phalaris arundinacea
Poa chaixii

Poa nemoralis
Thalictrum aquilegiifolium
Ranunculus auricomus agg.
Cirsium palustre
Eriophorum angustifolium
Frangula alnus

Galium uliginosum
Molinia caerulea

Pinus sylvestris
Potentilla palustris
Pyrola minor

Alchemilla species
Angelica palustris
Betula pendula

Briza media

Carex echinata
Cerastium holosteoides
Epilobium species
Equisetum palustre
Holcus lanatus
Hypericum maculatum
Lysimachia vulgaris
Myosotis palustris agg.
Ranunculus acris

Salix pentandra

Salix pentandra
Taraxacum species
Valeriana dioica
Vincetoxicum hirundinaria
Ajuga reptans
Calamagrostis villosa
Caltha palustris
Cardamine amara
Cirsium oleraceum
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Luzula pilosa

Myosotis nemorosa
Phyteuma nigrum
Quercus robur
Ranunculus repens
Viola riviniana

Alnus species

Angelica sylvestris
Carex remota
Chaerophyllum hirsutum
Chrysosplenium alternifolium
Dactylis glomerata
Hypericum perforatum
Impatiens parviflora
Lamium maculatum
Lycopus exaltatus
Lysimachia nemorum
Lysimachia nummularia
Mentha aquatica

Milium effusum
Moehringia trinervia
Moneses uniflora
Mycelis muralis
Scrophularia nodosa
Ulmus glabra

Veronica anagallis-aquatica
Veronica montana
Athyrium filix-femina
Calamagrostis arundinacea
Luzula luzuloides
Platanthera bifolia
Achillea millefolium
Anemone nemorosa
Campanula rotundifolia
Cardaminopsis halleri
Melampyrum sylvaticum
Veronica officinalis
Carpinus betulus
Clematis vitalba
Corylus avellana
Crataegus monogyna
Crataegus monogyna
Epipactis muelleri
Geum urbanum

Rosa species

Viburnum opulus

Carex humilis
Cephalanthera rubra
Epipactis helleborine
Hieracium bauhini
Hieracium sabaudum
Sesleria caerulea+uliginosa
Tilia cordata

Epipactis microphylla
Acer platanoides

Acer pseudoplatanus
Acer pseudoplatanus
Campanula persicifolia
Circaea lutetiana
Daphne mezereum
Dentaria bulbifera
Fraxinus excelsior
Fraxinus excelsior
Galeobdolon montanum
Neottia nidus-avis
Polygonatum multiflorum
Pyrethrum corymbosum
Acer platanoides
Campanula trachelium
Carex sylvatica
Dryopteris dilatata
Epipactis helleborine s.lat.*
Festuca altissima
Hordelymus europaeus
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Lilium martagon
Petasites albus

Rubus idaeus

Solidago virgaurea
Sorbus aucuparia
Taraxacum sect. Ruderalia
Aegopodium podagraria
Alliaria petiolata
Astragalus glycyphyllos
Bromus benekenii
Carex muricata+pairae
Chaerophyllum temulum
Cornus sanguinea
Epilobium montanum
Euphorbia cyparissias
Fagus sylvatica
Geranium robertianum
Hieracium species
Lamium species

Prunus avium

Abies alba

Acer campestre

Arabis hirsuta agg.
Berberis vulgaris
Cardaminopsis arenosa
Carpinus betulus
Corylus avellana
Daphne mezereum
Euonymus verrucosa
Galium album ssp. album
Lonicera xylosteum
Picea abies

Polypodium vulgare
Quercus petraea
Senecio germanicus
Tilia cordata

Tilia platyphyllos
Viburnum opulus

Viola species

Carex pilulifera
Gymnocarpium dryopteris
Lycopodium annotinum
Molinia arundinacea+caerulea
Picea abies

Pteridium aquilinum
Alnus incana

Alnus incana

Betula carpatica

Betula carpatica+pubescens
Calluna vulgaris

Carex pauciflora
Dactylorhiza fuchsii
Empetrum nigrum
Melampyrum pratense
Pinus sylvestris
Oxycoccus palustris
Vaccinium uliginosum
Vaccinium vitis-idaea
Alnus incana

Salix aurita

Epilobium palustre
Equisetum fluviatile
Geum rivale

Juncus articulatus
Juncus effusus

Salix aurita

Stellaria alsine

Urtica dioica

Veronica beccabunga
Aquilegia vulgaris
Betonica officinalis
Betula carpatica+pubescens
Bromus benekenii+ramosus
Digitalis grandiflora
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Galeobdolon luteum
Genista germanica
Lonicera xylosteum
Lotus corniculatus
Primula veris

Quercus petraea
Ranunculus auricomus s.lat.*
Ribes alpinum

Stellaria holostea
Trifolium alpestre
Carlina vulgaris
Eupatorium cannabinum
Fraxinus excelsior
Galium rotundifolium
Inula conyzae
Hieracium lachenalii
Vicia sylvatica
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