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1 Uvod

Polymorfismus je v pfirod¢ velmi Castym a napadnym jevem, ktery hraje vyznamnou
roli v celé fadé ekologickych, etologickych i evolucnich dé&jii jak u rostlin, tak u zZivocicha
(Weiss 1995, Bond 2007), proto byva nezifidka pfedmétem piirodovédeckého zajmu. Vysoky
vyskyt polymorfismu nalezneme v nejpocetnéjsi rostlinné ¢eledi, kterou je ¢eled’ Orchidaceae
s cca 30 tisici druhy (Dressler 1993), a tak se vstavacovité rostliny hojné stdvaji modelovymi
organismy pro vyzkum celé fady biologickych souvislosti spojenych s timto jevem.

U krytosemennych rostlin se geneticky polymorfismus projevuje napt. ve tvaru listl
(heterofylie, Hedera) a jejich velikosti (anizofylie, Thymus), ve vzhledu semen (Pisum
sativum) a velmi Casto v barvé kvéti (nebo, coz je méné Casté, v barvé samotného korunniho
platku, napf. ve velikosti a barevnosti jednotlivych plosek nebo tecek, jako je tomu v rodé
Ipomoea, kde za timto polymorfismem stoji mobilni genetické elementy (Clegg & Durbin
2000)). Polymorfismus v barvé kvétu je jevem, ktery se vyskytuje v prirodnich populacich
rostlin ve dvou variantach — bud jako polymorfismus kontinudlni, nebo diskrétni.
U kontinudlniho polymorfismu miiZzeme pozorovat jednotlivé kontinudlni barevné ptechody
u kvétd v ramci jednoho druhu a populace jako napi. u druht Digitalis purpurea, Vicia
sepium a Cirsium palustre (Warren & Mackenzie 2001). Z ¢eledi Orchidaceae tento druh
polymorfismu vykazuje napt. madagaskarska orchidej Polystachya rosea (Pettersson
& Nilsson 1993) (kvéty od tmavé Cervené po bilou s prechody pres Zlutou a fialovou barvu),
z ¢eskych orchideji napt. Dactylorhiza maculata a Orchis morio (v obou pfipadech rtizné
odstiny fialové pfes rizovou po bilou barvu) (Prisa 2005). Narozdil od kontinudlniho
polymorfismu se diskrétni varianta tohoto jevu projevuje existenci dvou zcela odlisSnych
barevnych forem, jako v pfipadé mnou zkoumaného organismu Dactylorhiza sambucina
(prstnatec bezovy), kdy se jedna o formu zlutou a nachové€ ¢ervenou. Stejny typ polymorfismu
kvétnich barev vykazuje cela skupina druhid z okruhu D. sambucina, a to D. markusii,
D. flavescens a D. romana, stejné tak bychom za diskrétni polymorfismus mohli povazovat
vyskyt dvou variet druhu Dactylorhiza incarnata (Delforge 2006). Polymorfismus v barvé
kvétu casto souvisi s riiznymi opylovacimi mechanismy a ptitomnosti tzv. Salivych kvéth
(Jersakova et al. 2006a).

Jako $alivé oznacujeme kvéty bez nektaru, vyskytujici se u vice jak tietiny orchideji
(Renner 2006). Tento typ kvétii je podvodnym prosttedkem, jak ptilakat hmyzi pozornost,
protoZe nenabizeji opylovaclim za ptenos pylu Zddnou odménu v podobé energeticky cenného

zdroje. Pylova zrna orchideji se nachdzeji ve shlucich v prasnikovém utvaru, tzv. brylce, kteréa



se nalepi na télo opylovace (Dykyjova 2003), a ten neni schopen jednotlivd pylova zrna
z brylek ziskat a vyuzit (Nilsson 1992, Johnson & Edwards 2000). Decepce je u orchideji
pravdépodobné primitivnim znakem, zatimco mutualismus se zfejmé z takovych podvodnych
jevi opakované vyvinul (Smithson 2009). Existuji dvé zékladni hypotézy o tom, jak klamani
opylovact mize zvysit reprodukeni tispéSnost rostlin: (i) prerozdeleni energie, ktera se jinak
vklada do vyroby nektaru, ve prospéch kvétii a produkce semen a (ii) vyssi mira cizospraseni
diky tomu, Ze opylovaci na rostliné bez nektaru strdvi méné Casu a navstivi méné kvéti
(Jersdkova et al. 2006a, Jersakova & Johnson 2006). Brylky hraji obecné velmi vyznamnou
roli u deceptivnich druhti, protoze ackoliv je nalezneme u vSech orchideji, deceptivni druhy
by se vtéto celedi nemohly vyvinutou v takové mife, pokud by tyto pylové utvary
nezarucovaly vysokou ucinnost pienosu. Ta je velmi dilezitd z toho divodu, Ze $alivé kvéty
jsou navstévovany opylovaci v méné nez je tomu u kvétd rostlin produkujicich nektar.
Utinnost pienosu pylu orchideji na bliznu jiného kvétu svého druhu je diky tomu,
ze se vyskytuje v brylkach, zhruba 10-37 %, zatimco u rozsypavého pylu to je pouze 1 %
(Harder 2000). Dalsi vyhodou proti rozsypavému pylu ma tento kompaktni lepivy tutvar
v tom, Ze neni nutnd stdlost opylovaci v ramci jednoho druhu, protoze poté, co se jednou
brylka nalepila na télo opylovace, mize dojit k opyleni i za delsi Cas, coz se stava diky
tendenci opylovact vzdalovat se od mist, kde se nachazi deceptivni kvéty (Renner 2006). To,
ze muze dochazet k transportu pylu na vétsi vzdalenost a opylova¢ navstivi méné kvéta
v ramci rostliny, je pro deceptivni orchideje velkym piinosem, protoze se takto snizuje
moznost geitonogamie (de Jong et al. 1993), a tedy i inbredni deprese, o jejiz existenci
u prstnatce bezového existuji dikazy (Juillet 2007). 1 piestoze jsou druhy bez nektaru
navstévovany opylovaci mén¢, mohou se ve své reprodukcéni tspéSnosti vyrovnat druhiim
s nektarem, a to diky tomu, Ze na rozdil od téchto druhli maximalizuji kvalitu semen (Neiland
& Wilcock 1998, Tremblay et al. 2005, Jersakova et al. 2006a).

Orchideje s salivymi kvéty vyuzivaji k vabeni opylovact rizné alternativni strategie,
jako je naptiklad napodobovani hmyzich partnerek (Kullenberg 1961) tzv. pseudokopulace,
imitovani druhi nabizejicich odménu (tzv. potravnich modeld, Batesovo mimikry, Roy
& Widmer 1999, Johnson 2000) nebo vyuzivaji vSeobecné podobnosti s potravnimi zdroji
(,,generalized food-deception®, Dafni 1986), jako je tomu v pfipadé mého modelového
organismu. VétSina druhlt vyuzivajici vSeobecné podobnosti s potravnimi zdroji kvete
hromadné brzy na jafe, vétSinou o néco diive nez rostliny produkujici nektar (Kindlmann
& Jersakova 2006, Internicola et al. 2008), a jsou opylovany pievazné nove se lihnoucimi

jedinci riznych druhti blanoktidlych (Dafni 1984, Ackerman 1986, van der Cingel 1995).
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Proto se zd4, Ze vSeobecna podobnost rostlin bez nektaru s potravnimi zdroji mize fungovat
jako selektivni Cinitel pouze za urcitych ekologickych podminek, protoze tyto druhy spoléhaji
spiSe na naivitu mladych jedinch hmyzu (Gigord et al. 2002). Piedpoklada se, ze tato
skuteCnost tzce souvisi svysokou mirou polymorfismu barvy kvétd v populacich
deceptivnich orchideji. Byla zjisténa vétsi reprodukéni uspésnost téchto druhi, pokud je
populace polymorfni v barvé kvétu (Pellegrino et al. 2008, Dormont etal. 2010).
Polymorfismus deceptivnich druhil zfejmé tedy primarné slouzi ke zpomaleni procesu uceni,
pii kterém se opylovaci nauci vyhybat pro né energeticky bezcennym kvétim (Heinrich 1975,
1983, Real et al. 1990), proto je na mist¢ se domnivat, Ze mozna cesta k udrzeni stabilniho
polymorfismu v barvé kvéti u vstavaCovitych, vede skrze opylovace.

Jedna z teorii, kterd vysvétluje, jak je barevny polymorfismus prstnatce bezového
udrzovan a kterd souvisi v tomto ptipad¢ s opylovaci, je selekce zavisla na frekvenci, neboli
také frekvencné zavisla selekce (frequency dependent selection, Ridley 1996). Polymorfismus
byva ve vétsiné pripadii podminén geneticky, a to pfitomnosti dvou ¢i vice variant alel
jednotlivych genii. Za ptedpokladu, Zze vSechny organismy jsou vystaveny neustalému
pusobeni pfirozeného vybéru a vSechny alely jsou z hlediska evolu¢ni zdatnosti rovnocenné,
dalo by se ocekavat, ze nejvyhodnéjsi alela by mohla vytlacit ty, které jsou v dané situaci
zrovna méné hodnotné. Selekce zavisla na frekvenci by vSak mohla byt v tomto ptipadé
mechanismem schopnym takovémuto jevu zabranit (Flegr 2005). Tento typ selekce miize
udrzovat polymorfismus, pokud selekéni hodnota urcité alely negativné koreluje s jeji
frekvenci. To znamend, ze ¢im vzacnéjsi je alela v populaci, tim je vEtsi zdatnost jejich
nositelll. V piipadé prstnatce bezového by mohla selekce negativné zavisla na frekvenci
fungovat nasledujicim zpiisobem.

Podle této teorie opylova¢ dava prednost méné Castému barevnému fenotypu. Témito
opylovaci jsou predev§im kralovny ¢meldkt (Nilsson 1980), které poté, co naleznou kvéty
bez nektaru, ve snaze vyhnout se témto Salivym kvétim navstivi kvét jiné barvy stejného
druhu, a takto zvySi reprodukcni uspéSnost rostlinam se vzacnéjSim fenotypem. Kazda
barevna varianta by tedy méla ve své reprodukéni uspeéSnosti vykazovat negativni zavislost
na hustoté jedinct druhé barevné formy. Cetnosti jednotlivych barevnych forem v ramci
populace by se tak mély ¢asem obratit ve prospéch toho fenotypu, ktery byl piedtim
vzacnéjsi, tudiz by frekvence fenotypt mély oscilovat v ¢ase kolem urcitého rovnovazného
stavu, ktery predstavuje situaci, kdy jsou obé barevné formy zastoupeny stejnym poctem

jedinci (Gigord et al. 2001).



Tuto teorii se podafilo prokazat v manipulativnim experimentu s prstnatcem bezovym,
kdy jednotlivé rostliny obou barevnych forem byly piesazeny do kvétinach, ze kterych byly
vytvofeny umélé populace s pravidelnym rozmisténim rostlin (Gigord et al. 2001). V takto
vytvotfenych populacich byla ménéna frekvence obou barevnych forem, hustota rostlin byla
konstantni. Vysledky experimentu potvrzuji fungovani selekce negativné zavislé na frekvenci
v takto vytvotenych populacich, kdy se sam¢i (odnos brylek z kvétu) 1 sami¢i reprodukéni
uspéch (pfijem brylek a tvorba semenikil) dané barevné formy zvétSoval se snizujici se
frekvenci této formy v populaci (Obr. 1). Frekvence zluté formy predstavujici rovnovazny
stav v tomto experimentu byla 61%. Tento vysledek se pfiblizné¢ rovnad primérné frekvenci
zluté formy nalezené u 174 ptirodnich populaci (Gigord et al. 2001), coz by mohlo byt dano

vrozenou preferenci opylovacti v dané oblasti pro Zlutou barvu rostlin (Smithson & Macnair

1997).
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Obr. 1 Relativni sam¢&i (a, odnos brylek) a samiéi (b, depozice brylek a produkce semenikil) reprodukéni
uspésnost zluté formy prstnatce bezového zavisla na frekvenci Zluté formy v uméle vytvofenych populacich.
(Prevzato z Gigord et al. 2001)

Ptestoze byl mechanismus selekce negativné zavislé na frekvenci v piipadé¢ modelového
organismu prstnatce bezového potvrzen v uméle vytvofeném experimentu, stale postradame
presvédCivé diikazy o jeho roli v pfirodnich populacich tohoto druhu (Pellegrino et al. 2005a,
Kropf & Renner 2005, Jersakova et al. 2006b), stejn¢ tak v populacich jinych druha
deceptivnich orchideji vykazujicich polymorfismus v barvé kvétu (Koivisto et al. 2002,
Aragon & Ackerman 2004, Dormont 2010). Je také moZné, Ze se tento typ selekce projevuje
az pti velmi velkém vychyleni poméru barevnych forem (Smithson 2001, Jersdkova et al.

2006b).
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PiestoZze o tomto problému bylo zjisténo uz pomérné mnoho, stile nezname vSechny
souvislosti, kterymi bychom uméli popsat zmény ve fenotypovém slozeni riznych populaci
tohoto druhu, které se v rdmci Evropy velmi riizni ve frekvencich jednotlivych barevnych
forem na lokalitdich. Tato skute¢nost napovidd tomu, ze v ptfirodnich populacich ziejmé
situaci komplikuji 1 jiné faktory, vlivy a mechanismy, které se podili na ovliviiovani
fenotypového zastoupeni.

1) Prvnim z téchto faktord by mohlo byt chovani opylovaci, které neni tak jednoduché,
jak by se mohlo zdat. Potravni chovéani opylovact ovliviiuji i druhy rostlin obsahujici nektar,
které kvetou spole¢né s prstnatcem bezovym na lokalitach, jejichz prevladajici barva
by mohla urfovat barevné preference opylovact (Nilsson 1980). Opylovaci maji sklon
navstévovat takové barevné formy deceptivnich rostlin, které se nejvice podobaji kveétim
s nektarem, na kterych se nej¢astéji zdrzuji (Heinrich 1979, Gumbert & Kunze 2001, Gigord
et al. 2002, Johnson et al. 2003). To znamend, Ze naptiiklad opylovac, ktery je zvykly létat
na zluté kvetouci rostliny obsahujici nektar, bude sméfovat svou dalsi navstévu na jinou zluté
kvetouci rostlinu, ale dopiedu netusi, ze ta mu nic nenabidne. Takto dojde k pienosu pylu
mezi zlutymi formami prstnatce bezového, dokud se opylova¢ nenauci S§alivé kvéty
rozpoznavat, nebo se nezaméii na kvéty jinak barevné. U prstnatce bezového existuji dokonce
tzv. dvojnasobné kvétni mimikry, pokud kvete na stanovisti spolec¢né s dal§im polymorfnim
druhem, ktery produkuje nektar a ma obdobné barevné formy. Tak tomu je na lokalitdich
v jizni Italii, kde prstnatec bezovy kvete spole¢né s Viola aethnensis (zluté a modré formy)
a relativni uspésnost obou barevnych forem prstnatce bezového je vétsi v pfitomnosti tohoto
polymorfniho druhu (Pellegrino 2008). Potom je mozné, Zze by nevyvazené frekvence
barevnych forem v pfirodnich populacich prstnatce bezového mohly byt dany riznymi
poméry rostlin nabizejicich nektar a kvetoucich spoleéné s touto orchideji na lokalitach.
Ovsem potravni chovani hmyzu mtize byt ovlivnéno i faktory, jako jsou hustota a prostorové
rozmisténi jak rostlin obsahujicich nektar, tak téch bez néj (Internicola et al. 2006, Internicola
et. al 2007) a svou roli hraje také proces uceni (Dukas & Real 1993, Smithson & Macnair
1996, Ferdy et al. 1998, Internicola et al. 2009).

2) U populaci s vyrazné vychylenym pomérem barevnych forem se nabizi teorie
genetického driftu (Lack & Kay 1988). Orchideje bez nektaru mivaji malou efektivni velikost
populace diky malému reprodukénimu uspéchu (Tremblay et al. 2005) a dohromady
s omezenou vyménou genetického materidlu (pylu) mezi jednotlivymi populacemi, je
pravdépodobné, Ze by to mohlo vést k tomuto jevu. Neméli bychom ani zapomenout na efekt

hrdla lahve a zakladatele a také inbredni depresi, coz jsou jevy objevujici se v malych
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populacich (Primack et al. 2001). Efekt velikosti populace na barevnou odchylku 1:1 byl ale
testovan s negativnim vysledkem (Jersakova et. al 2006b).

3) Jiné studie predpokladaji existenci reprodukénich bariér po opyleni (Pellegrino et al.
2005b), které¢ by mohly hrat roli v reprodukéni uspéSnosti jednotlivych forem a tedy
ovliviiovat fenotypové slozeni nasledujicich generaci. Touto moznosti se zabyvala i studie
Jersakové et al. (2006b), na kterou CéasteCné navazuje tento experiment. Z vysledka rucniho
opylovaciho experimentu, ktery byl proveden na prstnatci bezovém u dvou populaci
na Vsetinsku vyplynulo, ze zlutd forma méla mensi vahu semenikt i jednotlivych semen, nez
forma cCervend, bez ohledu na zpisob opylovani (opylovani vramci a mezi barevnymi
formami), a ze podil semen s vyvinutym embryem a podil vitadlnich semen byl pritkazné nizsi
u zlutych rostlin. Z vysledkii vyplyva snizend vitalita Zlutych rostlin na obou lokalitach, ktera
by mohla vysvétlit pfevahu ¢ervené formy ve vsetinskych populacich. Podobné Juillet et al.
(2007) uvadi mensi reprodukéni GispéSnost a vEtsi inbredni depresi Cervené formy (vysledky
z ru¢niho opylovani a nasledného kliceni), zejména v populacich, kde prevlada zluty fenotyp.

Pro plné¢ pochopeni mechanismti udrzujicich polymorfismus by bylo vhodné znat
principy genetické dédi¢nosti barevnych fenotypl, zatim ale postraddme jakékoli znalosti
o dédi¢nosti barev kvétl prstnatce bezového.

4) Jinou teorii, ktera by mohla vysvétlovat ruzné fenotypové zastoupeni prstnatce
bezového v evropskych populacich, je ovlivilovani proporcniho zastoupeni jednotlivych
barevnych forem mistnimi ekologickymi faktory. Je znamo, Ze pH miiZe mit vliv na zbarveni
okvétnich listkd anthokyanovymi barvivy, kdy by se v zasaditém prostfedi m¢ly tvofit tmavéji
zbarvené kvéty (Cervené) zatimco v kyselém svétlejsi odstiny (modra) (Goto & Kondo 1991,
Yoshida et al. 2003). Je mozné, Ze zlutd barva kveth prstnatce bezového vznika tim,
ze anthokyanové barviva jsou v kyselém prostfedi piekryta karotenovymi. Teorii o vlivu
pudni reakce podporuje vyskyt monochromnich zlutych populaci prstnatce bezového
v Némecku, které se vyskytuji na siln¢ kyselych pidach (S. Renner, osobni sdéleni).

Vime ale také, ze mnoho rostlin vice syntetizuje anthokyanova barviva jako odpovéd
na rizné environmentalni podminky jako je zména teploty nebo stres zptisobeny nedostatkem
dusiku (Bonguebartelsman & Phillips 1995, Oren-Shamir & Levi-Nissim 1997). Warren
a Mackenzie (2001) uvadi, ze vice anthokyanovych barviv se tvofi v rostlindch vystavenych
stresu suchem. Schemske a Bierzychudek (2001) diskutuji mozny pleiotropni efekt u bile
zbarvenych jedinci polymorfni rostliny Linanthus parryae, kdy bilé formy maji mensi
reprodukéni uspésnost v letech s malym mnozstvim srazek. Bile kvetouci jedinci této

jednoleté poustni rostliny koncentruji ve svych tkanich vice hoi¢iku a selenu (potencialné
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toxickych kationtll), nez modré formy, proto se jim dati Iépe v letech, kdy vice prsi a kdy tyto
latky mohou byt vyplaveny z pady. Modré formy, aby se vyhnuly pfijmu nezddoucich latek,
vSeobecné redukuji ptfijem iontd, coZ se pro né stava nevyhodou v letech s vét§im srazkovym
uhrnem, kdy se u nich snizuje i pfijem prospéSnych mineralt jako vapniku a fosforu.

Je také mozné, ze by se jednotlivé barevné formy polymorfnich rostlin riznily ve své
reprodukéni uspéSnosti diky tomu, ze je produkce anthokyanl pro rostliny z energetického
hlediska nakladnd (Atanassova et al. 1997, Warren & Mackenzie 2001), coz by mohlo
vysvétlit rizné fenotypové slozeni evropskych populaci prstnatce bezového. Tak by mohl byt
polymorfismus v barvé kvétu povazovan spiSe za moznost nebo nemoznost rostlin
syntetizovat anthokyanova barviva, zalozenou na heterogenit¢ prostiedi a schopnosti

tolerance stresovych podminek.

Cilem, této prace je ovétit nekteré z téchto hypotéz a piispét k objasnéni mechanismil,
které se podili na udrzovani polymorfismu v barvé kvétu u druhu Dactylorhiza sambucina
(prstnatce bezového) a které by zaroven mohly vysvétlit rizné proporéni zastoupeni
barevnych forem ve vybranych evropskych populacich (Ceska republika, Italie, Rakousko,

Némecko, Francie).

Konkrétni cile prace jsou:

1) ovétit vliv kiiZzeni barevnych forem na jejich frekvenci v populacich na vétSim poctu
lokalit, ve vice sezonach a pres vétsi geograficky aredl, nez tomu bylo ve studii Jersakové
et al. (2006b),

2) zhodnotit vliv abiotickych faktori (pidniho pH, ptidnich hydrolimit, sklonu a nadmotské
vysky stanovisté) na frekvenci barevnych forem v populacich,

3) posoudit vliv velikosti populace na frekvenci barevnych forem v populacich.



2 Metodika

2.1 Charakteristika studovaného druhu

Dactylorhiza sambucina (L.) So6 (prstnatec bezovy) z ¢eledi Orchidaceae je evropsky
druh, jehoz aredl rozsiteni saha od Skandinavie az do horskych oblasti Stftedozemi. Na vychod
se vyskytuje po Kavkaz, Turecko a Iran. V Evropé neni jeho oblast vyskytu spojita,
nenalezneme ho na vétSin€ ostrovl, v severozapadni Evropé (Island, Britské ostrovy,
Holandsko, pievazna &ast SZ Francie), dale v jiznim Spanélsku a Velké uherské nizing
(Prochazka 1980, Baumann et al. 2009).

Jedna se o druh naro¢ny na svétlo, proto jeho stanovisti jsou pirevazné travnaté porosty,
ojedinéle kifoviny, vzacné listnaté lesy. Vyskytuje se spiSe na susSich mistech, a to nejvice
v podhorskych a horskych oblastech (Prochazka & Velisek 1983, Prisa 2005). Konkrétnimi
biotopy, na kterych se prstnatec bezovy vyskytuje, jsou mezofilni ovsikové louky, pohainkové
pastviny, podhorské a horské smilkové travniky, Sirokolisté suché travniky, acidofilni suché
travniky a vzacné€ acidofilni teplomilné doubravy (Jersdkova & Kindlmann 2004).

Roste prevazné na ptadach s kyselou reakci (pH 5,2-6,8) (Prochdzka & Velisek 1983),
presto mizeme nekteré populace nalézt i na lokalitdich s karbonatovym podlozim (vapence,
opuky, fly§) (Jersdkovd & Kindlmann 2004). Prtsa (2005) uvadi, ze druh roste nejcastéji
na bazemi bohatSich ale nevapennych, humodznich i kamenitych ptdach, zatimco Jatiova
a Smiték (1996) zmitiuji ptidy hlinitopis¢ité, neutralni az sttedné kyselé.

Rostliny dortstaji vysky 10-20(-30) cm, ¢imz se tento druh fadi mezi nase nejmensi
prstnatce. Pfima lodyha nese 4-6 listl, které jsou svétle zelené, beze skvrn a nedosahuji k bazi
pomérné hustého vejéitého kvétenstvi. VEtsi kvéty vyrlstaji z pazdi bylinnych kopinatych
listent (Prochazka & Velisek 1983). Jedna se o tzv. §alivé kvéty, které nenabizi opylovacim
za jejich servis zadnou odménu, a vykazuji barevny polymorfismus — v populacich
se vyskytuji spolecné formy zluté a nachové Cervené. Vzacné mizeme najit i rostliny s kvéty
barvy rtizoveé lososové, které ziejme piedstavuji hybridy mezi obéma formami. Tyto dvé
formy se krom¢ barvy kvéti nelisi v zaddné jiné charakteristice jako napt. ve vySce rostliny,
poctu listd, poctu kvéti a jejich velikosti, a pokud je znamo, tak ani ve vini (Nilsson 1980,
Gigord et al. 2001, 2002, Kropf & Renner 2005, Pellegrino et al. 2005a). Avsak néckteré
experimenty dokazuji, ze viné kvétu neni stézejnim voditkem pro ¢meldky opylujici tyto
salivé kvéty, ktefi radéji davaji piednost barveé pred ostatnimi kveétnimi charakteristikami

(Gumbert & Kunze 2001). Frekvence barev v jednotlivych evropskych populacich jsou velmi
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rizné, nalezneme populace barevné vyvazené, ale i zcela jednobarevné (Nilsson 1980, Gigord
et al. 2001, 2002, Pellegrino et al. 2005a, Kropf & Renner 2005). Pylova zrna vznikaji
v tetrddach, ty jsou spojeny v hrudky (masuly), které tvoti tzv. brylku, kterd je pfenasSena
hmyzem. Plodem je tobolka s velkym mnozstvim malych semen, kterd jsou Sifena vétrem.
Na celkové vyzivé dospélych rostlin tohoto druhu se velmi uplatiiuje mykotrofie (Prochazka
& Velisek 1983, Pellegrino et al. 2009). Druh vykvéta ¢asné z jara, v teplych mediterannich
oblastech jiz v bfeznu (Buttler 2000), u nas od dubna do kvétna, ve vysSSich horskych
polohéch (nad 1000 m n. m.) i pocatkem Cervna (Prochdzka & Velisek 1983).

V Ceské republice roste nyni prstnatec bezovy predeviim na Moravé (v moravské ¢asti
Karpat — nejhojnéji v Beskydech v ramci celé CR, dale na Znojemsku a v Néarodnim parku
Podyji), roztrousené v pohranié¢nich horach (Krkonose, Krusné hory, Sumava) a velmi ziidka
i v jinych pro tento druh vhodnych oblastech (Hajduchova 2009). Celostatné spada tento druh
podle Cerveného seznamu rostlin do kategorie silné ohrozenych druhtt C2 (Holub
& Prochézka 2000), v moravskoslezském regionu do kategorie ohrozenych druhti C3 (Jatiova
& Smitdk 1996). Z evropského hlediska je duleZité, Ze je soudasti mezinarodni

Washingtonské timluvy (CITES) (http://www.cites.orgl).

2.2 Popis lokalit

2.2.1 Ceské lokality

Sbér dat se v Ceské republice uskute¢nil piedeviim v oblasti Vsetinskych vrchi
a Javornikt (19 lokalit), kde se nachdzi t€zisté¢ vyskytu tohoto druhu na naSem Uzemi a kde
v populacich prevlada vétSinou Cervend forma (s pramérnou frekvenci 0,65). Ostatni lokality
(9), zkterych byla data sebrana, se nachazi v nadich pohrani¢nich horach — na Sumave,
v KrkonoSich a v Kru$nych horach. VSechny tyto lokality jsou zndzornény pro piehlednost
namapé Ceské republiky (Obr. 2). Lokality se nachidzi v nadmoiskych vyskach
od 467 m n. m. (pobliz obce Halenkov, Vsetinsko) do 900 m n. m. (V¢elna pod Boubinem
u pily, Sumava). Velikost populaci se pohybuje od 7 do 3 872 kvetoucich jedincti (medin —
182).
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Obr. 2 Lokality, na kterych byl provadén sbér dat v Ceské republice.

2.2.2 Zahrani¢ni lokality

Zahrani¢ni pracovisté, které se podilely na tomto experimentu se nachazi ve Francii,
Italii, Némecku a Rakousku. Pro mezinarodni spolupraci byla pro pokusy provadéné v terénu
a pro sbér dat na vSech lokalitich pouzivana sjednocena metodika. Zahrani¢ni lokality,
na kterych se provadél sbér dat, jsou znazornény spolu s ceskymi na mapé Evropy (Obr. 3).

Francouzskd oblast vyskytu prstnatce bezového pro tyto pokusy se nachdzi
ve Francouzském stfedohoti. Jednd se o lokality snadmoiskou vySkou od 781 mn. m.
az 1300 m n. m. Sledovano bylo celkem 21 lokalit s poctem kvetoucich jedincti od 44 do 986
(median — 208).

Italské lokality, na nichZ byl provadén vyzkum, se nachézi v pohoti La Sila a v jeho
okoli, dale 4 lokality nalezneme mimo tuto oblast, a to v severni Italii. Celkem se jedna o 20
lokalit s nadmoiskou vyskou od 1149 m n. m. az 1709 m n. m. Pocty kvetoucich jedincii

v populacich se pohybovaly od 16 po cca 52 000 (median — 175) .
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Némecky vyzkum byl soustiedén na 21 lokalit v Poryni, kde se vyskytuji pouze
monochromni, a to zluté populace této orchideje. Nadmoi'ska vyska na sledovanych lokalitach
se pohybuje od 175 m n. m. do 445 m n. m., pocet kvetoucich jedinct v populacich byl od 1
do 636 jedincii na lokalitu (median — 71).

Rakouské experimenty a sbér dat byly provadény celkem na 14 lokalitdch, a to
ve vychodni ¢asti Rakouské Zulové ploSiny, ve Videniském lese a na lokalitach ptiblizné
65 km severné od Vidné. Sledované lokality se nachazi v nadmotské vySce od 295 m n. m.

az 820 m n. m. a jsou charakterizovany 3 az 1368 kvetoucimi jedinci (median — 146).

2
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Obr. 3 Vechny lokality, na kterych byla sbirdna data pro experiment v ramci Evropy.
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2.3 Metodika sbéru dat

2.3.1 Zjistované charakteristiky na lokalitach a odbér pid

Na kazdé lokalité byl zjistovan celkovy pocet jedinct v populaci, pomér ¢ervené a zZluté
formy, sklon svahu a celkova plocha, na které se populace nachazi. Pokud byla populace
zastoupena velkym mnozstvim jedincti (nad 500), bylo zastoupeni jednotlivych barevnych
forem na takové lokalit¢ odhadovano pomoci pruméru ze tii ndhodné polozenych Ctvercii
o velikosti 10x10 m.

Nasledné byly odebrany pudni vzorky. Padni vzorky byly odebirany pomoci ptdni
sondy, a to celkem na 104 lokalitdich (28 lokalit CR, 21 lokalit Francie, 20 lokalit Itlie,
21 lokalit Némecko, 14 lokalit Rakousko), aby mohlo nasledné dojit k porovnéni takto
ziskanych vysledki v rdmci lokalit a regionti. Hloubka odbéru byla vzdy 2-10 cm. Z kazdého
takto odebraného vzorku byly odstranény 2 cm svrchni ¢asti, ktera obsahovala velké mnozstvi
nerozlozené organické hmoty, a mohla by tedy ovliviiovat chemické analyzy. Na kazdé
lokalité bylo odebrano 5 vzorkil u kazdé barevné formy, a to vzdy ndhodné v ramci lokality.
Poté byly z kazdé lokality vytvoteny dva smésné vzorky, vzdy od zluté a od cervené formy.

Vzorky ptd se nechaly volné uschnout a poté byly presety na situ s velikosti dér 2 mm.

2.3.2 Stanoveni pH pad

Bylo stanoveno vodné pH puadnich vzorkli. Pro métfeni bylo pouZzito vzdy 10g vzorku
a 30 ml destilované vody, tedy vzdy fedéni 1:3. Takto natedéné vzorky se nechaly vyluhovat
po dobu 24 hodin v uzavienych lahvi¢kach. Po uplynuti této doby bylo zméteno pH vzorku
membranovym pH metrem HI8316 s THETA '90 elektrodou (typ:HC113). Kazdy vzorek byl
pfeméien tiikrat. Vysledné pH lokality bylo ziskdno zprimérovanim vysledkii od obou

barevnych forem na lokalité.

2.3.3 Stanoveni hydrolimit pid

Pro stanoveni fyzikalnich vlastnosti ptud, byla pouzita metoda Kopeckého valecki, kdy
pomoci téchto valeckli bylo odebrano vzdy 5 vzorkli na lokalitu, a to pouze na ceskych
lokalitach. Pro stanoveni hydrolimit pid byl pouzit jednotny pracovni postup (Zbiral et al.
1997). Na stanoveni hydrolimit a pH pid se podilel Zbynék Masler, toho asu student SOS
a SOU Hoftovice, ktery nékteré vysledky pouzil pro svou maturitni praci (Masler 2007).
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Hodnoty z 5-ti opakovani byly vzdy pro nasledné statistické vyhodnoceni zprimérovany
do jedné vysledné hodnoty pro kazdou lokalitu.

Ze stanovanych ukazatell byla pro nasledné statistické zpracovani pouZita retencni
vodni kapacita (max. mnozstvi vody, které je pida schopna zadrzet vlastnimi silami
po 24 hod. v téméf rovnovazném stavu po nadmérném zavlazeni) a maximalni kapildrni vodni
kapacita (charakterizuje schopnost pudy zadrzet vodu pro potieby vegetace v kapilarnich
porech pidy, tedy po volném odtoku a prisaku vody vlivem gravitace) (Pokorny et al. 2007).
Tyto veli¢iny tedy vypovidaji o schopnosti pidy zadrzet vodu z dlouhodobého i kratkodobého
hlediska.

2.3.4 Rucéni opylovani

Ruéni opylovani prstnatce bezového se uskutecnilo na ceskych lokalitdch v kvétnu roku
2006 a opakované v roce 2007. Jednalo se vzdy o stejné &tyii lokality v Beskydech (U Cotkd,
Zakop¢i, Hrachovec, Javorna (viz P¥iloha 1)), z nichz dvé (U Cotki, Hrachovec) se shodovaly
s lokalitami vybranymi v pfedeslém experimentu provedeném v roce 2002 (Jersakova et al.
2006b). Dale se tento pokus podaiilo uspéSné provést na 3 lokalitach italskych a jedné
rakouské. Spoluprace se zahrani¢nimi pracovisti probihala pouze v roce 2006.

Na kazdé lokalité bylo vzdy vybrano 10-12 jedinct od kazdé barvy. Jednotlivé rostliny
se vybiraly tak, aby nebyly bezprostfednimi sousedy. Pied uplnym vykvetenim, na zacatku
sezony, byli tito vybrani jedinci zakryti sitkami na draténé konstrukci, aby se zabranilo
pfirozenému opyleni. Spontanni autogamie u tohoto druhu neni mozna, semeniky jsou
schopny se v ptirodé€ vyvijet pouze po opyleni hmyzem (Jersakova 1998).

Po vykveteni byla konstrukce odstranéna a bylo opylovano ru¢né vzdy spodnich Sest
kvéti, a to nasledujicim zptisobem: opylovani v ramci fenotypu (CC nebo ZZ; 3 kvéty) a mezi
fenotypy (CZ nebo ZC; 3 kvéty), pticemz C znamena Gerveny kvét a Z Zluty kvét, dale prvni
pismeno znamend barvu kvétu, ktery byl opylovan, a druhé pismeno barvu kvétu zdroje pylu.
Kvéty najednom jedinci byly opylovany vzdy stfidavé, co se tykd barvy donorti pylu.
Pro opylovéni jednoho kvétu byla pouzita vzdy jedna brylka, kterda pochazela
od vzdalenéjsiho jedince v rdmci populace. K opylovani bylo pouZito paratko. Takto opylené

kvéty byly oznaceny barevnymi dratky pro pozd€jsi rozliSeni mezi typem zéasahu.

-13 -



2.3.5 Zjisténi kvantity semen

Zralé semeniky byly sebrany a umistény do Eppendorf zkumavek, ve kterych se nechaly
voln¢ doschnout. Poté byla semena vyjmuta ze semenikl a vdzena na analytickych vahéch.

Dale byla pocitdna vzdy ¢ast semen, kterd byla pifenesena pomoci pinzety na Petriho
misku, pod stereoskopickym mikroskopem, a to ve tfech kategoriich — semena prazdna,
semena s abortovanymi embryi, semena s embryi. Z kazdého semeniku bylo takto spocitano
cca 200 semen. Abortovand embrya se vyznacuji jinym tvarem, nez semena spravn¢ vyvinuta.
Pod stereoskopickym mikroskopem vypadaji jako tmavsi scvrklé utvary postradajici
pravidelny ovalny tvar plné vyvinutych embryi. V prazdnych semenech naopak embryo neni
patrné vibec, semena bez embryi jsou uzsi.

Semena byla uchovavana po dobu experimenti v Eppendorf zkumavkach v chladnicce

pti 4 °C.

2.3.6 Zjisténi vitality semen pomoci tetrazoliového testu

Vitalita, tedy zivotaschopnost, semen byla posuzovana pomoci tzv. tetrazoliového
barveni (van Waes & Debergh 1986). Tato metodika byla optimalizovano pro potfeby barveni
semen mého studovaného druhu.

Den pied pokusem se pfipravi 5% roztok chlorového vapna Ca(OCl),, ktery se pouziva
k rozruSeni osemeni semen, a 1% Tween-80 (polyoxyethylensorbitanmonooleét), ktery
zabranuje slepovani semen. V den, kdy provadime pokus, se oba pripravené roztoky smichaji
dohromady v kadince, a to v poméru 2:1. Vzorky se umisti na planktonni sitku (5x5 cm)
s velikosti ok 50um, kterd se piehne aumisti do diardmecku. Takto umisténd semena
se ponoii na 10 hodin do kadinky s vySe popsanym roztokem. Kazdé dvé hodiny po vlozeni
vzorki do roztoku je nutné tento roztok promichat, aby se Ca(OCl), neusazoval na dné. Poté
se vzorky vyjmou a nechaji se odstat v destilované vodé po dobu 24 hodin. Dalsi den
se pfemisti do 1% TTC (2, 3, 5 triphenyltetrazolium chlorid), ktery se necha plisobit 24 hodin.
Tetrazoliova stl je v Zivych buiikach G¢inkem iontli vodiku redukovana na ¢ervené barvivo
a tak se zivé embryo zbarvi do Cervena. Béhem tetrazoliového barveni byla kadinka se vzorky
v termostatu s nastavenou teplotou na 30 °C. Nasledujici den se vzorky vyjmou z termostatu
a 3x se promyji destilovanou vodou. Poté se odsaje piebytecnou voda asitka se otiskne
na Petriho misku pfedem potienou vazelinou, na kterou se semena pfichyti.

Pod stereoskopickym mikroskopem byla spocitana prazdna, neobarvena a obarvena (Cervend)
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semena. Jednotlivé vzorky byly takto pfipraveny ze vSech odebranych semeniktl. V priméru
bylo spoc¢itano na kazdé misce 364 semen.

Protoze se tloustka a propustnost osemeni u jednotlivych druht orchideji lisi, je nutné
pfed timto pokusem experimentalné zjistit optimalni dobu vapnéni. Semena prstnatce
bezového byla tedy ponechana v roztoku chlorového vapna po dobu 0-24 hodin. Kazdé dvé
hodiny se vyjmula ¢ast semen a byla podrobena vySe popsanému tetrazoliovému testu.
Pro kazdou dobu barveni byla pouzita dv€ opakovani. Optimélni doba vapnéni, kdy byla
semena obou barevnych forem obarvena ve stejné mife, byla timto pokusem stanovena
na uvedenych 10 hodin (Schodelbauerova, osobni sdélent).

Tento experiment byl provadén ve spolupraci s moji konzultantkou RNDr. Ivou

Schodelbauerovou, PhD.

2.4 Zpracovani dat

Mapy v této praci byly vytvofeny v programu DMAP for Windows verze 7.2e
(http://www. dmap.co.uk) ze zemépisnych souradnic lokalit ziskanych v terénu.

Experimentani data jsem nejprve upravila v programu Excel pro nésledné statistické
analyzy. Pokud se mezi daty z opylovacich experimentil objevila nékterd, kterd signalizovala
vliv néjakého vnéjsiho faktoru a nikoliv vliv cileného typu zasahu (napf. vSechna semena
v semeniku prazdnd nebo postizena herbivorem), byly takova data eliminovéna u vsech
sledovanych proménnych (vaha, podil semen s vyvinutymi embryi, podil vitalnich semen).
Pti GispésSném opyleni kvétu tohoto druhu se semena vzdy vyvinou, pouze se méni mnozstvi
abortovanych embryi (Jersakova, osobni sd€lent).

Vétsinu dat jsem zpracovavala v programu Statistica 9 (StatSoft, Inc. 1984-2009).

Data, kterd neméla normalni rozdé€leni, jsem transformovala logaritmickou, nebo
arcsinovou transformaci podle typu dat (idaje o vdze semen logaritmickou, tidaje o podilech
arcsinovou transformaci). Normalitu dat jsem testovala Kolmogorov-Smirnovovym testem.

Vliv typu kiizeni (kfizeni uvnitf a mezi barevnymi formami) a barevné formy rostliny
na hmotnost semen a jejich zivotaschopnost byl analyzovan dvoucestnymi analyzami variance
(faktorialni ANOVA) snezavislymi proménnymi: typ kiiZeni, barevna forma a lokalita
a zavislymi proménnymi: hmotnost semen, podil semen s vyvinutym embryem a podil
vitalnich semen. Pro meziro¢ni variabilitu vySe zminénych vlivli byl pouzit obecny linearni
model s moznosti navoleni si pozadovanych interakci, kdy mezi nezavislé proménné piibyl

vzdy rok, v kterém byl experiment provadén.
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K testovani mozného vlivu velikosti populace na pomér barevnych forem v populaci
byla pouzita linearni regrese. Pfedpokladala jsem, ze v malych populacich by pomér
barevnych forem mohl byt vice vychylen nez u velkych populaci z divodu genetického
ochuzeni malych populaci (Primack et al. 2001). Z tohoto testu byly vynechany monochromni
lokality, lokality, na kterych nebyl zaznamenan zadny kvetouci jedinec, a lokality s jednim
kvetoucim jedincem. Pro statistické vyhodnoceni jsem v tomto ptipadé pracovala s absolutni
hodnotou odchylky frekvence Cervené formy na lokalitdch od 0,5 (hypoteticky rovnovazny
stav).

K testovani vlivu pH piidy na fenotypové zastoupeni barevnych forem v populacich byla
pouzita linearni regrese a analyza kovariance (ANCOVA), kde pH je veli¢ina s pevnym
efektem, zatimco region snahodnym, protoze piedpoklddame, ze populace téhoz druhu
se mohou liSit v ur¢itych charakteristikdch (Lep$ 1996). K tomuto vyhodnoceni byly pouzity
i udaje z populaci, na kterych se v roce experimentu (2006) nenalezl zadny kvetouci jedinec,
ale z predeslych let se védélo, Ze se jedna o populace monochromni. Pro stanoveni statistické
prukaznosti rozdili mezi vlivem jednotlivych lokalit na pH ptd a na frekvenci ¢ervené formy
v populacich jsem pouzila Tukeyho test (mnohondsobné porovnani), ktery upiesiiuje
prikazny vysledek analyzy variance (ANOVA).

K testovani rozdilu pH pid odebranych u zlutych a ¢ervenych forem v rdmci regioni
au celého souboru dat byl pouzit parovy t-test s naslednymi Bonferroniho korekcemi
(http://www.quantitativeskills.com/sisa/calculations/bonfer.htm). K tomuto vyhodnoceni byla
pouzita pouze data, kterd byla zdané¢ lokality k dispozici jak od Cervenég, tak od zluté
zbarvenych jedinct (tedy zcela s vynechanim monochromnich populaci).

Pro testovani vlivu vybranych environmentalnich proménnych (vycet) na frekvenci
cervené formy v Ceskych populacich jsem pouzila metodu postupného vybéru (forward
selection), kterd je soucasti mnohonasobné regrese, a pifimou linedrni gradientovou analyzu
(RDA) v programu CANOCO for Windows verze 4.5 (ter Braak & Smilauer 2002). V ramci
linedrni gradientové analyzy data nebyla transformovana (kromé velikosti populace, ktera
byla zlogaritmovand) a byla centrovana pies “species”. Provedla jsem metodu postupného
vybéru (forward selection). Cely model jsem otestovala pomoci Monte Carlo permuta¢niho
testu. Pro vysledny graf z této analyzy byl pouzit program CanoDraw for Windows verze
4.12. Pro testovani vlivu veliiny, ktera prukazné¢ vysvétlila nejvétsi podil z celkové
variability modelu (reten¢ni vodni kapacita), na zastoupeni cervenych forem v Ceskych

populacich, jsem nasledné pouzila linearni regresi.
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Vysledky testii byly posuzovany na 5% hladiné vyznamnosti. Pro tvorbu vSech grafu,
pokud neni uvedeno jinak, byla pouzita ptivodni netransformovanad data. Chybové tsecky

v grafech ukazuji stfedni chyby priméru. Vzdy jsem pracovala s nevaZzenym pramérem.
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3 Vysledky

3.1 Vaha semen
3.1.1 Vliv k¥iZeni barevnych forem na viahu semen

Nebyl zaznamenan rozdil ve vaze semen obou barevnych forem, ani ve vaze semen
vzniklych z kiizeni mezi barevnymi formami. Statisticky prikazné jsou pouze rozdily mezi
lokalitami (Tab. 1, Obr. 4), kdy italské lokality mély az 4-krat niZ§i vdhu semen v semeniku

nez Ceské lokality.
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0,002

COT ZAK HRA JAV IT2 IT3 IT5 COT ZAK HRA JAV IT2 IT3 IT5
ty p kfizeni: CC ty p kfizeni: 727

0,016 T T T T T T T T T T T T T T
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0,008
0,006 }
0,004
0,002

vaha (g)

COT ZAK HRA JAV IT2 IT3 IT5 COT ZAK HRA JAV IT2 IT3 IT5
-~ Mean
typ kiizeni: CZ typ k¥izeni: ZC I Mean+SE

lokalita

(@3

C - ervena forma opylovana ¢ervenou COT - U Cotkt IT2 - Italie lokalita 2

77 - 7luta forma opylovana Zlutou ZAK - Zakop&i IT3 - Italie lokalita 3

)

7 - Gervena forma opylovana Zlutou HRA - Hrachovec ITS - Italie lokalita 5

ZC - 7luta forma opylovana ¢ervenou JAV - Javorna

Obr. 4 Zavislost vahy semen na lokalité a typu kfiZzeni barevnych forem. (Mean — primér, Mean + SE — primér
+ stfedni chyba prameéru)
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Tab. 1 Vliv typu kiizeni, barevné formy a jednotlivych Ceskych i zahrani¢nich lokalit na vdhu semen
v semenicich. Zavisla proménna: vdha semen; nezavisla promenna: lokalita, typ kiizeni (kfizeni uvnitf a mezi
formami) a barevna forma rostliny. Statisticky prikazné hodnoty (p < 0,05) jsou vyznaceny tucné. (faktorialni
analyza variance (ANOVA): d.f. — stupné volnosti, M.S. — primérny ¢tverec, error M.S. — chybovy primérny
¢tverec, F — hodnota testového kritéria, p — dosazend hladina vyznamnosti)

Zavisla proménna: vaha semen d.f. M.S. F-value | p-level

Nezavislé proménné:
lokalita 6 93x107 71,78 | <0,001
typ kiizeni 1 1x107 0,81 0,370
barevna forma 1 O,IXIO'5 0,07 0,797
lokalita x typ kiiZeni 6 0, 1x10° 0,07 0,999
lokalita x barevna forma 6 0,7x10” 0,56 0,760
typ kfizeni x barevna forma 1 0,1)(10"5 0,06 0,805
lokalita x typ kiizeni x barevna forma 6 O,SXIO'5 0,39 0,889

EITor 402 1,3x10”

3.1.2 Meziro¢ni variabilita ve vaze semen vzniklych z k¥iZeni barevnych forem

Nebyl zaznamenan rozdil ve vaze semen obou barevnych forem, ani ve vaze semen
vzniklych zkfizeni mezi barevnymi formami na Ceskych lokalitach, zatimco statisticky
prikazné jsou rozdily mezi lokalitami a mezi roky, v kterych byl experiment uskute¢nén
(Tab. 2, Obr.5). Prikazna je také interakce Rok*Lokalita ukazujici, ze né&které lokality

(Zakopci) se z hlediska vahy semen chovaji v nékterych rocich jinak nez ostatni lokality.

Tab. 2 Vliv typu kfiZeni, barevné formy, roku a jednotlivych Ceskych lokalit na vahu semen v semenicich.
Zavisla proménna: vdha semen; nezavisla proménna: lokalita, typ kfiZzeni (kiizeni uvnitf a mezi formami),
barevna forma rostliny a rok. Statisticky prikazné hodnoty (p < 0,05) jsou vyznaceny tuéné. (obecny linearni
model (GLM): d.f. — stupné volnosti, M.S. — primérny étverec, error M.S. — chybovy primérny ¢tverec, F —
hodnota testového kritéria, p — dosazena hladina vyznamnosti)

Zavisla proménna: véha semen d.f. M.S. F-value p-level

Nezavislé proménné:
lokalita 3 63x107 42,32 <0,001
typ kiizeni 1 1,8x10” 1,20 0,274
barevni forma 1 0,1x10” 0,05 0,832
rok 1 6,2x10~ 4,13 0,043
rok x barevna forma 1 0,6);10'5 0,41 0,523
rok x typ ktizeni 1 0,0x10” 0,02 0,877
rok x lokalita 3 23x10” 1542 | <0,001
rok x typ kiizeni x barevné forma 1 1,1x10” 0,73 0,395
rok x lokalita x barevna forma 3 0, 1x107 0,09 0,965

EITOr 297 1,510~
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Obr. 5 Zavislost vahy semen jednotlivych barevnych forem bez ohledu na typ kiizeni (uvniti a mezi formami)
na jednotlivych Ceskych lokalitach v letech 2006 a 2007. (vertikalni ise¢ky znazornuji stfedni chybu priméru,
stiedy usecek nevazeny aritmeticky pramer)

3.2 Zivotaschopnost semen — podil semen s vyvinutym embryem

~rwv

3.2.1 Vliv k¥iZeni barevnych forem na podil semen s vyvinutym embryem

Kfizeni mezi barevnymi formami nemélo vliv na podil semen s vyvinutymi embryi
v Ceskych i zahrani¢nich populacich, ale statisticky prikazny je vliv lokality a stejné tak
barevna forma rostliny (Tab. 3), kde mizeme pozorovat statisticky prikazny rozdil v podilu
semen s vyvinutymi embryi ve prospéch Zluté barevné formy (Obr. 6). Z grafu je vidét,
ze 7zlutd forma ma vyssi podil semen s vyvinutym embryem na vSech zahrani¢nich a dvou
Ceskych lokalitich. Semena ze zahrani¢nich populaci jsou vramci tohoto experimentu
celkové Zzivotaschopnéjsi (primérné 88 % semen s vyvinutym embryem) neZ semena

z Ceskych lokalit (74 %).
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Tab. 3 Vliv typu kfizeni, barevné formy a jednotlivych ceskych i zahrani¢nich lokalit na podil semen
s vyvinutymi embryi v semenicich. Zavisla proménna: podil semen s vyvinutym embryem; nezavisla proménna:
lokalita, typ kiizeni (kfizeni uvnitf a mezi formami) a barevna forma rostliny. Statisticky prikazné hodnoty
(p <0,05) jsou vyznaceny tucné. (faktorialni analyza variance (ANOVA): d.f. — stupné volnosti, M.S. —
pramérny ¢tverec, error M.S. — chybovy praimérny ¢tverec, F — hodnota testového kritéria, p — dosazena hladina
vyznamnosti)

Zavisla proménna: podil semen s vyvinutym d.f. M.S. | F-value | p-level
embryem
Nezavislé proménné:
lokalita 7 0,5105 15,00 | <0,001
typ kiizeni 1 0,0204 0,60 0,439
barevna forma 1 0,1379 4,05 0,045
lokalita x typ kiizeni 7 0,0145 0,43 0,886
lokalita x barevna forma 7 0,0490 1,44 0,187
typ kfizeni x barevna forma 1 0,0048 0,14 0,709
lokalita x typ kiiZeni x barevna forma 7 0,0352 1,03 0,406
,,error 445 0,0340
1,00
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COT - U Cotkil, ZAK - Zakopéi, HRA -Hrachovec, JAV - Javorna, RAK - Rakousko, IT2 - Italie lokalita 2,
IT3 - Italie lokalita 3, ITS - Italie lokalita 5

Obr. 6 Zavislost podilu semen s vyvinutym embryem u jednotlivych barevnych forem bez ohledu na typ kiizeni

(uvnitf a mezi formami) na lokalitach. (vertikalni UseCky znazornuji stfedni chybu primeéru, stfedy usecek
nevazeny aritmeticky prameér)
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3.2.2 Meziro¢ni variabilita v podilu semen s vyvinutym embryem vzniklych z k¥iZeni
barevnych forem
Nebyl zaznamenan rozdil v podilu semen s vyvinutym embryem obou barevnych forem,
ani rozdil vtémze ukazateli zivotaschopnosti semen vzniklych kiizenim mezi barevnymi
formami. Statisticky neprikazny je i1 rozdil mezi sledovanymi ¢eskymi lokalitami a lety,

v kterych byl experiment na téchto lokalitdch provadén (Tab. 4).

Tab. 4 Vliv typu kiizeni, barevné formy, roku a jednotlivych Ceskych lokalit na podil semen s vyvinutym
embryem. Zavisld proménna: podil semen s vyvinutym embryem; nezéavisla proménna: lokalita, typ kiiZeni
(kfizeni uvnitf a mezi formami), barevnd forma rostliny a rok. Statisticky prikazné hodnoty (p < 0,05) zde
nenalézame. (obecny linearni model (GLM): d.f. — stupné volnosti, M.S. — primérny ¢&tverec, error M.S. —
chybovy pramérny Etverec, F — hodnota testového kritéria, p —dosazena hladina vyznamnosti)

Zavisla proménna: podil semen s vyvinutym d.f. M.S. | F-value | p-level
embryem

Nezavislé proménné:
lokalita 3 0,0455 1,10 0,350
typ kiizeni 1 0,0616 1,49 0,224
barevna forma 1 0,0571 1,38 0,242
rok 1 0,0099 0,24 0,626
rok x barevna forma 1 0,0201 0,48 0,487
rok x typ kiizeni 1 0,0008 0,02 0,887
rok x lokalita 3 0,0224 0,54 0,654
rok x typ kfizeni x barevna forma 1 0,0074 0,18 0,673
rok x lokalita x barevna forma 3 0,1081 2,61 0,052

,,error 322 0,0415

3.3 Zivotaschopnost semen — podil vitalnich semen

3.3.1 Vliv k¥iZeni barevnych forem na podil vitalnich semen

Vysledkem ru¢niho opylovani barevnych forem a nasledného tetrazoliového barveni
embryi je statisticky nepriikazny rozdil v podilu vitadlnich semen obou barevnych forem,
stejné tak v podilu vitdlnich semen vzniklych kiizenim barevnych forem na ceskych
1 zahrani¢nich lokalitach. Statisticky prikazné jsou rozdily mezi jednotlivymi lokalitami

a interakce Lokalita*Barevna forma rostliny (Tab. 5, Obr. 7).
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Tab. 5 Vliv typu ktiZeni, barevné formy a jednotlivych Ceskych i zahrani¢nich lokalit na podil vitalnich semen.
Zavisla proménna: podil vitdlnich semen; nezavisla proménna: lokalita, typ kiizeni (kfiZzeni uvnitf a mezi
formami) a barevna forma rostliny. Statisticky prikazné hodnoty (p < 0,05) jsou vyznaceny tucné. (faktorialni
analyza variance (ANOVA): d.f. — stupné volnosti, M.S. — praimérny ¢tverec, error M.S. — chybovy primérny
¢tverec , F — hodnota testového kritéria, p — dosazena hladina vyznamnosti)

Zavisla proménna: podil vitalnich semen d.f. M.S. | F-value | p-level

Zavislé proménné:
lokalita 5 0,2331 9,47 < 0,001
typ kiizeni 1 0,0005 0,02 0,892
barevna forma 1 0,0797 3,24 0,073
lokalita x typ kiizeni 5 0,0127 0,51 0,765
lokalita x barevna forma 5 0,1259 5,11 <0,001
typ kfizeni x barevna forma 1 0,0027 0,11 0,740
lokalita x typ kiiZeni x barevna forma 5 0,0044 0,18 0,971

,,error 363 0,0246
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Obr. 7 Zavislost podilu vitalnich semen dvou riznych barevnych forem na Ceskych a zahranicnich lokalitach.
(vertikalni secky znazornuji stfedni chybu priméru, stfedy tsecek nevazeny aritmeticky primeér)
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3.3.2 Meziro¢ni variabilita v podilu vitalnich semen vzniklych z k¥iZeni barevnych forem

Byl zaznamenan priikazny rozdil v podilu vitalnich semen na jednotlivych lokalitich

a v jednotlivych letech experimentu. Typ kiiZeni ani samotnd barva rostliny nemély vliv

na vitalitu semen (Tab. 6, Obr. 8).

Tab. 6 Vliv typu kiiZeni, barevné formy, roku a jednotlivych ¢eskych lokalit na podil vitalnich semen. Zavisla
proménna: podil vitalnich semen; nezavisld proménna: lokalita, typ kiizeni (kiizeni uvniti a mezi formami),
barevna forma rostliny a rok. Statisticky priikazné hodnoty (p < 0,05) jsou vyznaceny tuéné. (faktoridlni analyza
variance (ANOVA): d.f. — stupn€ volnosti, M.S. — primérny Ctverec, error M.S. — chybovy primérny ¢tverec,
F — hodnota testového kritéria, p — dosazena hladina vyznamnosti)

Zavisla proménna:podil vitalnich semen d.f. M.S. | F-value | p-level
Nezavislé proménné:
lokalita 3 0,2401 14,75 | <0,001
typ kiizeni 1 0,0009 0,06 0,813
barevna forma 1 0,0028 0,17 0,678
rok 1 1,1326 | 69,55 | <0,001
rok x barevna forma 1 0,0158 0,97 0,325
rok x typ kfizeni 1 0,0046 0,28 0,595
rok x lokalita 3 0,1040 6,39 <0,001
rok x typ kfizeni x barevna forma 1 0,0035 0,21 0,644
rok x lokalita x barevna forma 3 0,0996 6,12 < 0,001
,,error 312 0,0163
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Obr. 8 Zavislost podilu vitalnich semen dvou rtiznych barevnych forem na lokalitach v jednotlivych letech
experimentu. (vertikalni usecky znazornuji sttedni chybu priméru, stfedy usecek nevazeny aritmeticky pramer)
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3.4 Vliv velikosti populace na zastoupeni barevnvch forem v evropskvch populacich

Odchylka od barevného poméru 1:1 byla testovana linearni regresi (Obr. 9). Velikost

populace nema vliv na zastoupeni jednotlivych barevnych forem v populacich (F, 76) = 0,46;

p =0,499).
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Obr. 9 Zavislost odchylky od barevného poméru 1:1 na velikosti populaci vybranych evropskych regiont.

(velikost populace reprezentuji zlogaritmovana data)
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3.5 Vliv zkoumanvch abiotickvch faktoru na rizné zastoupeni barevnvch forem

v populacich

3.5.1 Vliv pH pudy na zastoupeni barevnych forem v evropskych populacich

Zavislost frekvence barevnych forem na pH piidy ve vybranych evropskych populacich

byla prikkazna pouze ve dvou regionech (Tab. 7), a to na lokalitach v Italii a v Rakousku.

Z obrazku 10 ale vidime, zZe tyto prokazané zavislosti jsou protichtidné, coz tedy nepodporuje

teorii o tom, ze nizké pH méni frekvenci barev ve prospéch zluté barvy. V ramci zjistovaného

pudniho pH a zastoupeni jednotlivych barevnych forem v populacich se objevuji statisticky

prikazné rozdily mezi jednotlivymi regiony (Tab. 8), které jsou znazornény v tabulce 7.

Tab. 7 Vliv pudniho pH na zastoupeni barevnych forem ve vybranych evropskych populacich. Zavisla
proménna: frekvence cervené formy v populaci; nezavisla proménna: pH pudy na lokalité. Statisticky prukazné
hodnoty (p < 0,05) jsou vyznaceny tu¢né. (Linearni regrese: a, b — regresni parametry, R* — regresni koeficient,
p — dosazend hladina vyznamnosti; mean — prumér, SE — stfedni chyba pruméru; N — pocet lokalit v regionu)
Stejné pismena znaci statisticky neprikazné rozdily v dané proménné mezi regiony (Tukey test, p < 0,05).

frekvence Cervené

Ragiony pH formy a b R’ p
(N) mean + SE mean = SE
i a a
Francie 6.4+ 022 0.34 + 0,03 0,016 | 0,232 | 0,011 | 0,648
2l
Ceska b b
Ceskg 534005 0.62 +0.03 0,087 | 0,159 | 0,029 | 0,387
republika
(28)
ri* b a _
Italie 5.6+ 0,08 0.38 + 0,04 0,262 | 1,831 | 0,231 | 0,032
(20)
Némecko ¢ 0 - - - -
21) 4,7+0,10
b a -
Ralgfr)sko 534013 0.37 + 0,08 0,360 | -1,553 | 0,309 | 0,039
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Tab. 8 Vliv regionu a pH na frekvenci barevnych forem v populacich. Zavisla proménna: frekvence Cervené
formy; nezavislé proménné: pH a region. Statisticky prukazné hodnoty (p < 0,05) jsou vyznaceny tucné. (analyza
kovariance (ANCOVA): d.f. — stupné volnosti, M.S. — prumérny CEtverec, error M.S. — chybovy prumérny
¢tverec, F — hodnota testového kritéria, p — dosazend hladina vyznamnosti)

Zavisla proménna: frekvence efekt d.f. M.S. F-value | p-level
cervené formy

Nezavislé proménné:

pH pevny 1 0,027 0,25 0,640
region nahodny 4 0,130 4,95 <0,001
region x pH nahodny 4 0,134 5,12 <0,001
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Obr. 10 Zavislost zastoupeni cervené barevné formy na pH pudy na lokalitdch vybranych evropskych regioni
(pfimkami znazornény pouze statisticky prukazné zavislosti a jejich regresni rovnice)
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3.5.2 Rozdil v pH piid odebranych u Zlutych a ¢ervenych jedincii ve vybranych
evropskych populacich

Po Bonferroniho korekci nebyl zjistén statisticky prikazny rozdil v pH ptd odebranych
zvlast u Cervenych a u zlutych jedinct v ramci vSech lokalit, ani v rdmci vybranych regiont

(Tab. 9).

Tab. 9 Rozdil v ptidnim pH ziskaném z piid zv1ast’ od zlutych a od Cervenych jedinci. Zavisla proménna: pidni
pH od cervenych jedincti a ptdni pH od zlutych jedinct na lokalité. Po Bonferroniho korekci (, kterd ndm
ukazuje jakou by musely mit vysledky dasaZzenou hladinu vyznamnosti, abychom ja na 5% hladin¢ vyznamnosti
mohli povazovat za prikazné) nenalézame statisticky prikazné rozdily mezi lokalitami (zddné hodnoty
p <0,016). (parovy t-test (Dependent Samples): d.f. — stupné volnosti, t-value — hodnota testového kritéria, p —
dosazend hladina vyznamnosti, * - hodnoty nepritkazné po Bonferroniho korekci na p<0.016 )

Zavislé proménné: pH od Zlutych d.f. t-value | p-level
a pH od cervenych rostlin

Region:
Italie + CR + Francie 69 0,37 0,712
Italie 19 2,32 | 0,032 *
CR 28 2,22 | 0,035 *
Francie 20 0,09 0,929

3.5.3 Vliv vSech vybranych environmentalnich proménnych na zastupeni barevnych

forem v ¢eskych populacich

Vysledky metody postupného vybéru (forward selection) v mnohonasobné regresi
apfimé linearni gradientové analyze (Obr.11) ukéazaly, Ze statisticky prikazny vliv
na zastoupeni barevnych forem v Ceskych populacich méla ze vSech vybranych
environmentalnich proménnych pouze reten¢ni vodni kapacita (R2 = 0,186; p = 0,014), ktera
vysvétlila 21 % z celkové variability modelu (variabilita vysvétlend vSemi proménnymi
=30 %). Z obrazku 12 lze vidét, Ze Cervené barevné formé se dafi vice na mistech s vétsi

retenéni vodni kapacitou pidy (linearni regrese: R*=0,174; p = 0,022).
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Obr. 11 Ordinacni diagram pfimé linedrni gradientové analyzy (RDA) znédzoruje vliv environmentalnich
proménnych na frekvenci Cervené barevné formy (frekvence C) v Ceskych populacich (= jednotlivé body;
zkratky oznacujici piislusné lokality jsou vysvétleny v Pfiloze 1). Prvni osa vysvétluje 30 % a druha osa 70 %
variability. (environmentalni proménné: retencni vodni kapacita (ret. kap.), maximalni kapilarni vodni kapacita
(max. kap.), pH, velikost populace (velikost), sklon svahu (sklon) a nadmoftska vyska lokality (m n. m.))

1,0

09

0,8

formy

0,7

cervene

0,6

05y =03196 +0,0085*x ©

frekvence

04t o

03¢t

0,2

22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
retenéni vodni kapacita (%obj.)

Obr. 12 Vliv reten¢ni vodni kapacity puidy na zastoupeni barevnych forem v ¢eskych populacich.
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4 Diskuze

Mechanismus udrzovani polymorfimu v barvé kvétu je jednou z evolu¢né-biologickych
otazek, na které se dnesni véda snazi nalézt odpoveéd’. Na prstnatci bezovém, coby modelovém
organismu, bylo provedeno uz nemalo studii (viz Uvod), které nam stale nedavaji odpovédi
na to, jak je polymorfismus tohoto druhu udrZzovan v pfirodnich populacich. Teorii selekce
negativné zavislé na frekvenci se doposud nepodatilo potvrdit v ptirodnich populacich tohoto
druhu, proto se tato prace snazila testovat alternativni hypotézy, kterymi se doposud nikdo
nezabyval a pokud ano, tak na vyrazné¢ mensim poctu lokalit.

Ackoliv se podafilo splnit vytyCené cile prace, vysledky nepodporuji zkoumané
hypotézy o tom, jaké doposud méné¢ zkoumané faktory by mohly ovliviiovat fenotypové
zastoupeni barevnych forem prstnatce bezového v evropskych populacich. Vyjimkou je
prukazny vliv vybranych ptidnich hydrolimit, které zatim nikdo v této souvislosti netestoval,
proto by se ptipadny pfisti vyzkum mohl ubirat timto smérem. Porozuméni mechanismim
udrzujicim polymorfismus barvy kvétd prstnatce bezového, by mohlo pfispét k lepSim

znalostem o biologii tohoto zajimavého druhu a k pochopeni evoluce polymorfismu u rostlin.

wrw

4.1 Vliv kriZzeni barevnvch forem na jejich frekvenci v populacich

Vysledky ru¢niho opylovani celkové neukazuji na vét§i Zivotaschopnost Zluté nebo
cervené formy prstnatce bezového. Rozdily jsou vétSinou pouze mezi lokalitami a stejné tak
se uplatituje meziro¢ni variabilita. VEtsi podil semen s vyvinutym embryem ve prospéch zluté
barevné formy by mohl byt dan na zahrani¢nich lokalitach pfevahou zluté formy v téchto
populacich, zatimco na Ceskych lokalitich ma vétsi fitness ta barevna forma, kterd je
v populaci vzéacngj$i. Celkové tedy nelze vypozorovat Zzadny ustileny trend. Fakt,
ze ve vsetinskych populacich byla v roce 2002 zjisténa snizend vitalita zlutych rostlin oproti
cervenym (Jersdkové et al. 2006b), ktera by mohla vysvétlit prevahu ¢ervené formy v téchto
populacich, byl zalozen pouze na vzorku dvou populaci. Zvyseni poctu sledovanych lokalit
a studium ve vice letech vysledky ptedeslé studie jiz nepotvrdilo. Meziro¢ni variabilita
ve fitness rostlin je vyrazna a tak zatimco v jedné sezoné miize mit na konkrétni lokalité veétsi
vitalitu semen Cervena forma, ve druhém roce to muize byt prfesné naopak (viz. lokalita
Javorna na Obr. 8). Podobn¢ data sebrana ze stejnych dvou lokalit, na kterych byl provadén
predesly experiment, vykazuji vétsi podil vitdlnich semen zluté zbarvenych jedincii, zatimco

v roce 2002 tomu bylo naopak. Juillet et al. (2007) neuvadi zadny rozdil v produkci semeniki
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a schopnosti kliceni semen barevnych forem prstnatce bezového po vzdjemném umélém
kifizeni barevnych forem, coz podporuje moje vysledky, Ze rostliny se ve svych primérnych
relativnich reprodukénich zdatnostech neli§i. Meziro¢ni variabilita v produkci semen muze
byt déana pfedevSim v malych populacich orchideji mistnimi environmentdlnimi podminkami
a klimatickymi faktory (Jacquemyn & Brys 2009).

Zjistovani viability semen pomoci tetrazoliového barveni je sice standardné uZzivanou
metodou (van Waes & Debergh 1986, van der Kinderen 1995, Malinova 2006), ma vSak sva
uskali a zjiSténa vitalita semen nemusi dobfe korelovat s redlnym poctem semen, ktera jsou
schopna vykli€it in situ. Pro toto biochemické barveni je nutno nejdiive zpropustnit relativné
tlusté osemeni semen terestrickych orchideji vapnénim. Pro stanoveni optimalni doby vapnéni
se provadi pocatecni experiment, z kterého stanovime tuto dobu jako ¢as, za ktery se obarvilo
nejvetsi mnozstvi embryi. Semena se ale mohou lisit v mife odolnosti svého obalu, proto
se potom miuiZe stat, ze se ¢ast embryi v dobé, kterd je urcena jako optimalni, neobarvi, nebo
se obarvi jen velmi slabé, ackoliv jsou plné¢ vitalni. Vysledky barveni tetrazoliovou soli
mohou byt tedy velmi ovlivnény variabilitou ve zralosti semen a méli bychom je brat jako
minimalni mnoZstvi semen, kterd jsou skutecné Zivotaschopni. Svou roli mize hrat také
skladovani semen. Van Waes (1984) udava, Ze semena terestrické orchideje krustiku
Sirolistého (Epipactis helleborine) se jiz nebarvila po 4 tydnech skladovani pii pokojové
teploté a po 12 tydnech v lednici, zatimco Malinova (2006) udava, ze se semena téhoz druhu
barvila jesté z 20 % po 7 tydnech skladovani v lednici. Proto byla semena prstnatce bezového
pouzita pro barveni tetrazoliovou soli co nejdiive po sebrani semenikl z eskych lokalit
nebo dodani semenikti ze zahrani¢nich pracovist. Pokud ale porovnavame semena
z jednotlivych regiond, musime vzit také v tivahu, ze vSechny semeniky nemusely byt sebrany
ve stejném stadiu zralosti a potom méné zrala semena lze snadnéji narusit vapnénim diky
tomu, ze se zralosti semen stoupa také podil fenolickych latek v osemeni, které ho Cini
nepropustnym (Baskin & Baskin 1998). Barveni embryi tetrazoliovou soli se tedy nejevi byt
uplné spolehlivou metodou zjistovani viability semen, coz také demonstruje bakalaiska prace
Malinové (2006), kdy se semena krustikli barvila v mensi mife proti vysledku kliceni téchto
semen v piirodé. Proto by bylo vhodnégjsi zkoumat viabilitu semen jinou alternativni metodou,
jakou je prave kli¢eni semen in situ a ex situ (Malinova 2006, Juillet et al. 2007), popf. jinymi
chemickymi metodami jako je barveni semen kyselinou fuksinovou (Vujanovic et al. 2000)
nebo fluorescencnim barvivem (fluorescein diacetét) (Pritchard 1985). U fluorescein diacetatu
byly dokonce potvrzeny srovnatelné vysledky s metodou kli¢eni semen (Wood & Pritchard

2004).
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Vysledky z kiizeni barevnych forem by mohly byt také eventuelné zkresleny moznou
herbivorii listi rostlin, protoze vime, ze odlisténi tohoto druhu mé vliv na reprodukéni
uspé&Snost rostlin, a to zejména na tvorbu semen (Pellegrino & Musacchio 2006). V terénu
jsme ale zadny takovy jev nezaznamenali a piredpokladame, ze i kdybychom si herbivorie
listd v terénu u nékterych jedincti nepovsimli, zfejmé by to zdsadnim zpiisobem vysledky

nezkreslilo, diky dostate¢cnému mnozstvi opakovani.

4.2 Vliv abiotickvch faktora na frekvenci barevnych forem v populacich

Teorii o tom, Ze se jedné barevné formé daii lépe za zhorSenych environmentélnich
podminek, podporuje studie Jersdkové et al. (2006b), kdy byla zjiSténa na vsetinskych
lokalitach vétsi vitalita semen cervené formy v roce 2002. Podle téchto vysledkli by se mohlo
cervené formée dafit 1épe nez zluté formé v letech, kdy je vétsi sucho, a to zejména v kvétnu
av cervnu, coz jsou meésice, které hraji roli v dozravani semenikli. Tyto mésice byly
na Vsetinsku v roce 2002 chudSimi na srazky narozdil od let 2006 a 2007 (Ptiloha 2),
v kterych byl provadén tento opylovaci experiment, mimo jiné na dvou stejnych lokalitach
jako v roce 2002. Z vysledki mé diplomové prace ale naopak vyplyva, ze frekvence Cervené
formy v populaci stoupé se schopnosti ptidy zadrzet vodu — jako jsou reten¢ni vodni kapacita
(schopnost pidy kratkodobé zadrzet vodu) a maximalni kapilarni vodni kapacita (schopnost
pudy zadrzet vodu z dlouhodobgjsiho hlediska). Cervené formé by se tedy podle tdchto
vysledkit mélo dafit Iépe na mistech, kterd tolik nevysychaji. Pfi¢inou by mohl byt fakt,
7e tmavsi barva vice akumuluje teplo, proto by cervené rostliny mohly mit vétSi naroky
na vodu. Na stanovistich s vysychavou pidou by pak v pfipadé sucha méla vyhodu zluta
forma, zatimco v letech bohatSich na srazky by si mohly cervené formy dovolit vice
transpirovat, tedy 1 hromadit vice asimilati, a investovat vice do semen. Tato teorie zalozena
na pudnich hydrolimitich se ale neshoduje s vysledky zlet 2006 a 2007, kdy ackoliv bylo
dostatek srazek, zluta forma méla piesto vEtsi fitness. Vysledky mé prace nekoresponduji ani
s alternativnim tvrzenim, ze se tmavéji zbarvenym rostlindm obsahujicim anthokyanova
barviva dafi 1épe v obdobi vodniho stresu (Schemske & Bierzychudek 2001, Warren
& Mackenzie 2001). Ackoliv neni znam piesny mechanismus, pro¢ by mély mit tmavsi formy
vyhodu ve stresovych podminkach, ptredpokldda se, ze vyroba anthokyani by mohla byt
spojena se syntézou piibuznych sloucenin, flavonoidt, které maji antioxida¢ni ucinky, diky
kterym by rostlina mohla redukovat mnozstvi volnych radikéld, které se v takovych

podminkach tvofi (Gould etal. 1995). Jina teorie je spjata s efektem, kdy tmavsi formy
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redukuji celkové pfijem iontd, aby se v suchém obdobi, kdy se prvky koncetruji v pude,
vyhnuly vétSimu piijmu pro né¢ nezadoucich iontii. Potom maji v obdobi sucha vétsi fitness
nez formy svétlé, které s vétSim piijmem iontd koncetruji ve svych tkénich vice hot¢iku
a selenu (potencidlné toxickych kationtll) (Schemske & Bierzychudek 2001).

Polymorfismus v barvé kvétu se nejvice vyskytuje u rostlin, které obsahuji
anthokyanova barviva (Warren & Mackenzie 2001). Vime, Ze pH muze ovlivnit vysledné
zbarveni kvétnich casti, které obsahuji anthokyanové pigmenty. Tato prace nepotvrdila
domnénku o ovliviiovani frekvence barevnych forem prstnatce bezového pidnim pH.
V Némecku a v Rakousku pievlada v populacich zlutd forma na kyselych ptidach a stejné tak
se francouzské vyrazné ,,zluté¢* lokality prstnatce bezového vyznacuji slabé kyselymi pidami.
V italskych populacich prevladaji také zluté zbarveni jedinci, ale jejich zastoupeni se zvySuje
se zvySujicim se pH pady. Vysledky tedy potvrzuji, ze druh roste spiSe na kyselych ptdach
(Prochazka & Velisek 1983), ale miizeme ho nalézt i na ptidach slabé kyselych az neutralnich
(Jatiova & Smitak 1996), jak tomu je v piipadé nékterych francouzskych lokalit (Obr. 10).
Pfestoze nebyly nalezeny rozdily v pH ptid odebranych zvlast u ¢ervenych a zlutych jedinc,
vzdy jeden smé&sny vzorek na lokalitu zvIast’ od Zlutych a od Cervenych jedinct, ale zmétit pH

pud jednotlivych odebranych vzork.

4.3 Vliv velikosti populace na barevnou odchvlku 1:1

Z vysledkii je také patrné, Ze zastoupeni barevnych forem prstnatce bezového
v populacich nelze vysvétlit velikosti populace (Obr. 9). Domnivali jsme se, ze v malych
populacich by se mohla uplatiiovat teorie genetického driftu, kdy se nahodnym posunem
frekvence alel v populaci muze néktera ztratit, takze malé populace prstnatce bezového
mohou byt o alely jedné barvy ochuzené. Je znamo, Ze geneticky drift hraje urcitou roli
pfedev§im v populacich s malou efektivni velikosti populace a nedostate¢nou vymeénou
genetického materidlu, jako je tomu napf. u endemickych druhii orchideji rodu Lepenthes
(Tremblay & Ackerman 2001). V malych populacich prstnatce bezového by se navic mohlo
uplatiovat asortativni (vybérové) kiiZeni zptisobené opylovaci (Jones & Reithel 2001). Takto
by mohlo dojit ke vzniku populaci s nevyvazenym pomérem barevnych forem. Efekt velikosti
populace na odchylku od poméru barevnych forem 1:1 byl jiz testovan v ramci jiné studie,
a to také s negativnim vysledkem, avSak na vyrazné¢ mensim poctu populaci; 20 versus 101

(Jersakova et al. 2006b).
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4.4 Alternativni netestované hypotézy

Odlisn¢ zbarvené¢ populace by mohly byt také moznym vysledkem rozdilnych
vrozenych preferenci opylovact v riznych zemépisnych oblastech (Smithson & Macnair
1997). Na jedné z lokalit v Beskydech byl sledovan pfenos barevné znacené¢ho pylu (Masler
2007), ktery ukdzal, Ze pohyb opylovacl mezi obéma formami neni nahodny. Opylovaci
se ¢astéji pohybovali mezi ¢ervenymi formami nez zlutymi a vétSina pylu transportovaného
jak z Cervenych tak Zlutych donor koncila opét na Cervenych rostlinach. Tento vysledek
vyvraci existenci selekce negativné zavislé na frekvenci a podporoval by spiSe teorii
o preferenci hojnéjsi barevné formy opylovaci (Smithson 1996), kterd ovSsem plati
za predpokladu, ze rostlina nabizi opylova¢im odménu. V nasem ptipad¢ by mohlo jit bud’
o vrozené nebo ziskané preference opylovacu. Bylo zjisténo, ze ¢meldk zemni (Bombus
terrestris), ktery je jednim z hlavnach opylovacu prstnatce bezového na Vsetinsku (Jersakova
et al. 2006b), vykazuje, coby mlady nezkuSeny opylovac, velkou preferenci pro fialovou
a modrou barvu (Raine & Chittka 2007), a to pfes cely jeho geograficky aredl (Chittka et al.
2004, Raine et al. 20006).

Urcitou roli v preferencich opylovact pro jednu z barevnych forem prstnatce bezového
mohou hrét z lokélniho hlediska druhy s nektarem, které kvetou na spole¢né s touto orchideji,
a jejichz prevladajici barva by mohla ovliviiovat potravni chovani opylovact (Pellegrino et al.
2008). Napi. byl zjistén negativni vliv zluté kvetouci prvosenky jarni (Primula veris)
na odnos pylu ze zlutych forem prstnatce bezového na spolecnych vsetinskych lokalitach
(Jersdkova et al. 2006b). Podle této studie velké mnozstvi rostlin stejné barvy jako ma urcita
forma prstnatce bezového, neprospiva takové forme na spolecné lokalité, zejména co se tyka
samci reprodukéni uspésnosti.

Pokud odhlédneme od vSech zminovanych hypotéz, naskyta se tu jesté otdzka, zda neni
cetnost barevnych forem determinovdna pouze geneticky. Rozdily v Cetnostech barevnych
forem pak mohou byt disledkem toho, Ze populace, které si jsou geograficky blizké, si jsou
i geneticky podobné, a proto maji i podobnou cetnost prislusSnych kvétnich forem a naopak.
O dédicnosti barevnych forem prstnatce bezového se zatim moc nevi. Vzhledem k tomu,
ze se tvoii 1 kiiZenci s lososovou barvou kvétu, bude se ziejmé€ jednat o néjakou formu
kodominance (Snustad & Simmons 2009). V budoucnu by bylo uzite¢né najit vhodné
molekularni markery, pomoci kterych bychom mohli napf. prozkoumat barevné slozeni

potomstva vzniklého z kiizeni obou barevnych forem.
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5 Zavér

Prstnatec bezovy je evropsky druh orchideje, ktery je modelovym organismem
z hlediska zkoumani mechanismil udrzujicich polymorfismus v barvé kvétu. V ramci Evropy
nalezneme populace sriznym zastoupenim cervené a zluté barevné formy. Tato prace
se zabyvala zkouméanim vlivu vybranych abiotickych fakrort (pidniho pH, pldnich
hydrolimit, sklonu a nadmotské vysky stanoviste), biotickych faktord (vaha a Zivotaschopnost
semen ziskanych umélym kiizenim barevnych forem) a velikosti populace na fenotypové
slozeni vybranych evropskych populaci, a to v Ceské republice, Némecku, Rakousku, Francii
a Italii.

Vysledky prace ukazuji vliv vybranych hydrolimit, a to zejména retencni vodni
kapacity, na vétsi frekvenci cervené formy v populacich. Tato skute¢nost by mohla byt dana
tim, Ze Cervené zbarvené rostliny se hlife vyrovnavaji se stresem zplisobenym suchem, proto
vyhledéavaji mista, ktera dokdzi vice zadrzet vodu.

Dale se podaftilo potvrdit, Ze prstnatec bezovy roste spiSe na kyselych pudach, ale pH
celkové nema vliv na barevné slozeni populaci. Stejn¢ tak se nepodatilo potvrdit dalsi
hypotézu o mechanismu, ktery by mohl udrzovat barevny polymorfismus, kterou je vliv
kiizeni barevnych forem na Zivotaschopnost semen. Viabilita semen z lokalit o rtznych
frekvencich barevnych forem nevykazovala zadny trend. Rozdilné zastoupeni barevnych
forem tohoto druhu nebylo vysvétleno ani velikosti populace, kde existoval predpoklad,
ze v malych populacich mtze hrat roli geneticky drift.

Je tedy mozZné, ze frekvence barevnych forem v populacich prstnatce bezového jsou

do urcité miry podminény chovanim opylovact a také genetickym pozadim daného jevu.
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7 PFilohy

Piiloha 1
Seznam lokalit, z nichz byla sebrana data pro tento experiment. (N — severni $itka, E —
vychodni délka, m n. m. — nadmotska vyska lokality, pH — vodné, RVK — reten¢ni vodni

kapacita (% obj.), MKVK — maximalni kapilarni vodni kapacita (% obj.))

Ceska republika
Kod

lokality Nazev lokality N E m n. m. pH RVK | MKVK
CD Cerny Dvirr - Krkonose 50°38'34.9" 15°42'40" 692 5,0 27,1 34,1
COT2 | U Cotkd 2* 49°17'31.5" | 18°08'42.3" 467 5.4 458 | 50,7
COT3 | U Cotka 3 49°17'32.7" | 18°0827.9" 630 5,3 432 | 487
Gl Galovské luky 1 49°16'48.8" | 18°07'06.1" 733 5,2 48,1 54.4
G2 Galovské liky 2 49°16'44.6" | 18°07'18.6" 748 5.4 426 | 475
G3 Galovské luky 3 49°16'45.9" | 18°0727.0" 734 5,1 37,9 | 427
G4 Galovské liky 4 49°16'43.7" | 18°07'28.6" 753 5,3 355 | 402
G5 Galovské luky Hrachovec* 49°16'52.4" | 18°0721.2" 745 5.2 446 | 502
JAN U Janch 49°16'34.5" | 18°07'55.9" 702 5,6 420 | 471
JAV Louky pod Javornou* 49°17'22.2" | 18°08'27.1" 664 5,9 38,8 | 445
JK Javornik - Sumava 49°07'43.9" | 13°39'35.34" 895 53 24,8 | 30,7
KRIl |Kiizny 1 49°21'50.8" | 18°08'34.5" 672 5,3 39,5 | 44,1
KRI2 |Kiizny 2 49°21'51.9" | 18°08'39.5" 691 5,3 39,7 | 44,1
KRI5 |Kiizny 5 49°21'56.0" | 18°08'58.6" 599 5,2 358 | 397
LOU | Louchov - Kru$né hory 50°25'24.7" | 13°11'20.4" 530 4.8 - -
PIL Véelna pod Boubinem u pily 49°1'8.98" | 13°51'16.09" 900 4.8 31,0 | 374
RAD | RadeSov 49°14'40.8" | 18°04'30.9" 861 5.2 40,7 | 455
RET Renenice - Sumava 49°07'52.6" | 13°36'14.44" 880 4.9 28,5 | 35,9
SIV U Sivk 49°19'18.7" | 18°05'50.9" 676 5,7 40,1 44 4
SK1 Sklenétovice 1 - Krkonose 50°38'35.53" | 15°51'14.18" 821 5,0 29,6 | 35,0
SK2 Sklenétovice 2 - Krkonose 50°38'32.21" | 15°51'24.69" 813 5,0 - -
SR Srni — Kru$né hory 50°22'20.6" | 13°03'31.7" 690 4,7 - -
SS Slunecna strai - Krkonose 50°38'0.26" | 15°49'34.87" 645 5,3 443 50,0
STD Stédrotiov 49°14'44.8" | 18°03'04.7' 595 5.4 42,5 | 47,0
TRT U Trtiki 49°16'12.8" | 18°06'05.1" 582 5,3 45,5 | 499
ZAK1 | Zakopéi* 49°25'17.6" | 18°11'38.3" 653 5,7 32,1 38,2
ZAK2 | Zakopéi (nad cesou) 49°25'18.4" | 18°11'41.9" 675 5,5 30,6 | 35,5
ZK2 Zbeliéné kopecky 2 49°17'43.0" | 18°07'02.1" 562 5,6 30,7 | 359

* Lokality, na kterych byl provadén opylovaci experiment.
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Francie

Kod lokality Jméno lokality N E m n. m. pH
FRDSI1 La Pezade-Canals 43°89'72.6" 43°89'72.6" 781 7.8
FRDS10 Col de la Seyrreréde 43°89'72.6" 43°89'72.6" 1300 6,5
FRDSI11 Laupiettes-Dourbies 43°89'72.6" 43°89'72.6" 1001 5,7
FRDS12 Laupiettes-Dourbies 2 43°89'72.6" 43°89'72.6" 1057 5,0
FRDSI13 L'airette-L'espérou 43°89'72.6" 43°89'72.6" 1255 5,9
FRDS14 Luge-L'espérou 43°89'72.6" 43°89'72.6" 1207 5,5
FRDSI15 Pré-Lac des Pises 43°89'72.6" 43°89'72.6" 1238 4,9
FRDS16 La Roquarie 43°89'72.6" 43°89'72.6" 944 7,6
FRDS17 Bois de Licide 43°89'72.6" 43°89'72.6" 904 7,6
FRDS18 Randals-Foulquarié 43°89'72.6" 43°89'72.6" 861 7,7
FRDS19 Latour-Lanuéjols 43°89'72.6" 43°89'72.6" 921 8,1
FRDS2 Labastide-LesRives 43°89'72.6" 43°89'72.6" 832 6,5
FRDS20 Les Mazes-Lanuéjols 43°89'72.6" 43°89'72.6" 961 7,5
FRDS3 Labastide-LesRives 43°89'72.6" 43°89'72.6" 841 6,5
FRDS3BIS Les siéges 43°89'72.6" 43°89'72.6" 839 5,8
FRDS4 L'espérou 43°89'72.6" 43°89'72.6" 1243 4,9
FRDS5 Camprieu vers StSauv. 43°89'72.6" 43°89'72.6" 1066 6,4
FRDS6 Aprés Villemagne 43°89'72.6" 43°89'72.6" 1097 53
FRDS7 Perte du Bonheur 43°89'72.6" 43°89'72.6" 1097 6,5
FRDS8 Le Devois-Camprieu 43°89'72.6" 43°89'72.6" 1111 5,7
FRDS9 Baraque vieille-Camprieu 43°89'72.6" 43°89'72.6" 1147 6,5

Italie

Kod lokality Jméno lokality N E m n. m. pH
IT1 - 39°21'19,3" 16°31'34,5" 1149 6,0
1T2 - 39°1822,4" 16°25'37,7" 1690 5,4
IT3 - 39°18'08,1" 16°25'43,1" 1685 5,6
1T4 - 39°17'53,1" 16°26'14,1" 1680 5,5
IT5 - 39°18'02.26" 16°26'02,8" 1676 5,0
IT6 - 39°22'19,5" 16°31'49,2" 1180 5,8
IT7 - 39°23'29,3" 16°34'40,1" 1279 6,0
IT8 - 39°23'38,8" 16°34'51,1" 1290 5,9
1T9 - 39°23'59,9" 16°28'28,6" 1159 5,9
IT10 - 39°20'09,4" 16°23'55,2" 1622 5,5
IT11 - 39°19'55,7" 16°23'51,0" 1642 5,7
IT12 - 39°19'14,2" 16°24'00,7" 1702 5,8
IT13 - 39°18'47,9" 16°24'11,6" 1709 5,0
IT14 - 39°18'38,8" 16°24'59,1" 1689 54
IT15 - 39°18'41,5" 16°24'55,6" 1705 53
IT16 - 39°20'04,1" 16°23'50,3" 1625 4,9
IT17 - 39°21'3" 16°31'5" 1149 5,1
IT18 - 45°59'21,4" 11°1927,7" 1510 5,8
IT19 - 45°57'08,1" 11°24'23,3" 1240 5,6
1T20 - 45°56'43,2" 11°21'14,4" 1250 5,7
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Némecko

Kéd lokality Jméno lokality N E m n. m. pH
Glg Harsten, zapadni svah 49°48'09" N 07°45'49" E 275 43
G2g Harsten, na vrcholu vychodné 49°48'09" N 07°46'04" E 290 4,8
G3g Schwarzfels, vrchol 49°39'13" N 07°57'02" E 420 473
G4g Drosselfels, upati 49°3928" N 07°57'12"E 445 4,3
G5g Auf dem Béder, vrchol 49°4827" N 07°54'03" E 230 4,4
Go6g Auf dem Béder, sousedni vrsek 49°48'35" N 07°54'08" E 220 5,9
G7g Katharinenwald 49°48'36" N 07°53'39" E 270 4,4
G8g Siefersheimer Holl 49°47'26" N 07°5722"E 225 4.4
G9g Vogelgesang, neobdélany svah 49°47'37" N 07°54'56" E 200 4,8
G10g Vogelgesang, vrchol 49°47'41" N 07°54'54" E 230 5,6
Gllg Olberg, severni svah 49°4825" N 07°56'36" E 270 4,7
Gl2g Hollberg 49°48'02" N 07°56"23" E 175 5,1
Gl3g Diammerberg 49°48'49" N 07°5324"E 260 4,4
Gl4g Berlachsberg 49°47'31" N 07°53'49" E 215 5,0
Gl5g Gotzenfels 49°49'14" N 07°49'59" E 290 4,8
Glé6g Rotenfels, vrchol 49°49'03" N 07°50'05" E 320 4,5
Gl7g NSG Haarberg 49°4822" N 07°55'32" E 180 4,7
G18g GLB Haarberg 49°4827" N 07°5527"E 180 5,1
G19g Bremroth, stfed 49°46'58" N 07°50'44" E 270 4,5
G20g Bremroth, vychod 49°46'59" N 07°50'49" E 270 4,2
G2lg Bremroth, zapad 49°46'59" N 07°50'40" E 270 4,8

Rakousko

Koéd lokality Jméno lokality N E m n. m. pH
G-C-2G-AU Glashiitten C 48°03'05" N 16°01'18" E 540 5,6
GAR3AU Glashiitten A 48°03'28" N 16°0124" E 515 59
GB4RAU Glashiitten B 48°03'18" N 16°01'14" E 535 6,0
GNGAU Groisbach, severni svah 48°02'43" N 16°03'47" E 453 5,6
GSGAU Groisbach, jizni svah 48°02'39" N 16°03'42" E 459 4,7
HI1AU Hocheck 48°04'30" N 16°07'30" E 420 4,7
R1gAU Gollitsch 48°45'15" N 15°56'32" E 310 4,8
R2GAU Mittelberg 48°4525" N 15°56'00" E 295 4,8
R3gAU Parapluieberg 48°45'55" N 15°56'07" E 335 5,1
WIigAU Voitsau 48°25'50" N 15°1920" E 750 6,1
W2gAU Miinichreith, vrchol 48°24'00" N 15°17'48" E 820 5,5
W3gAU Leopolds 48°25'30" N 15°17'43" E 770 52
W4gAU Miinichreith, svah 48°24'08" N 15°17'19" E 770 5,5
W5gAU Wernhies, svah 48°24'00" N 15°21'10" E 680 5,1
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Priloha 2

Data Ceského hydrometeorologického tstavu zmeteorologické stanice HoleSov

(224 m n. m., 49° 19' 07" severni &itky, 17° 34' 24" vychodni délky).

Primérny uhrn srazek z mésica kvéten a €erven
v jednotlivych letech

120

100 -

80 A

60 -

srazky (mm)

40 -

20 A

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

rok
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