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Abstrakt

Prace se zabyva kli¢ivosti 6 druht orchideji na uzemi chranéné krajinné oblasti Bilé
Karpaty, konkrétné¢ druhti Platanthera bifolia, Neottia ovata, = Anacamptis
pyramidalis, Gymnadenia conopsea subsp. conopsea, Traunsteinera globosa a
Orchis militaris, a to na ruzné starych obnovenych loukach. Jako kontrola slouzily
NPR Zahrady pod Hajem a Certoryje. U viech druhti bylo zji§téno po&ateéni stadium
kliceni (nabobtnalé¢ embryo s rhizoidy), a to na obnovenych plochach i kontrolnich
plochach. Pokro¢ilé stadium kli¢eni (mykorhizni stav semene - protokorm) bylo na
obnovenych loukdch zaznamenano u tfi druhtt (GC, NO, PB), na kontrolnich
plochach byly protokormy zaznamenéany u vSech druht. Dal§im cilem bylo pomoci
molekularnich metod identifikovat, s jakymi mykorhiznimi houbami se tyto

modelové druhy poji.

Kli¢ova slova: klic¢ivost orchideji, Orchidaceae, Bil¢ Karpaty, obnovené louky,

terestrické orchideje

Abstract

The survey presented in this thesis focused on germination of six orchid species in
the Protected landscape area White Carpathians; specifically Platanthera bifolia,
Neottia ovata, Anacamptis pyramidalis, Gymnadenia conopsea subsp. conopsea,
Traunsteinera globosa, Orchis militaris on restored medows of various age. As the
control, two National Protected Areas (Zahrady pod Hijem and Certoryje) were
used. The initial stage of germination was detected on both restored and control
meadows. The advanced stage of germination (protocorm) was recorded in three
species (GC, NO, PB) on restored meadows, and in all species on kontrol meadows.
The other aim of the thesis was to determine via molecular methods, which species

of mycorrhizal fungi are associated with the model orchid species.

Key words: seeds germination, Orchidaceae, White Carpathians, restored meadows,

mycorrhiza, terrestrial orchid
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1. LITERARNI UVOD
1.1 Uvod

Kliceni semen je jedna z nejkritictéjSich fazi v zivoté vstavacovitych rostlin. Na
pfeziti semen a schopnosti vykli¢it ma vliv mnoho biotickych a abiotickych faktort
semen v prirodnich podminkach povazuje spojeni s houbou, tzv. mykorhizni
symbidza.

Mykorhizni symbioza ¢€ili souziti houby s koteny vyssich rostlin je v ptirodé
velmi rozsiteny fenomén (Cribb et al., 2003). Uvadi se, ze téméf 90 % vSech vyssich
rostlin vytvareji mykorhizni symbioézu (Selosse & Le Tacon, 1998, Wang & Qiu,
2006). U vyssich rostlin rozeznavame nékolik typti mykorhiz podle zplsobu
pronikani houby do kofene rostliny. Jde o ektomykorhizu (ECM), kdy jsou houbové
hyfy omezeny pouze na prostory intercelularni (mezibunééné), a endomykorhizu,
kdy houbové hyfy pronikaji do vnitiniho prostoru bun¢k hostitelova kotene. V ramci
endomykorhiz dale rozezndvame arbuskuldrni mykorhizni symbiozu, erikoidni
mykorhizni symbidézu a orchideoidni mykorhizni symbi6ézu. Pro tplnost je dobré
zminit i pfechod mezi dvéma vySe zminénymi, a to ektendomykorhizu (houbové
hyfy penetruji pouze do kofenové pokozky nebo kiry), kterd se dale déli na
arbutoidni mykorhizni symbidzu a monotropoidni mykorhizni symbi6zu (Gryndler et
al., 2004). Pro ucely této prace se budu dale zabyvat pouze orchideoidni mykorhizou
(viz kapitola nize).

Obecné lze fici, Ze mykorhizni symbidzu miZeme popsat jako mutualisticky
vztah pfinasejici prospéch obéma organismim (Bidartondo, 2005). Houba poskytuje
rostliné vodu a minerdlni latky a rostlina na oplatku poskytuje asimilaty (Smith &
Read, 2008). Tento model plati vSak velmi obecné. Metaanalyza Mercxe &
Freudensteina (2010) uvadi 450 druht rostlin nélezicich do riznych celedi, které od
houby ziskavaji také uhlik a tim se stdvaji parazity. Leake (1994) popsal tento

zpusob obzivy jako mykoheterotrofii.

1.2 Orchideoidni mykorhizni symbiéza

Celed vstavacovitych je jednou z nejvétsich eledi v fisi rostlin (Cribb et al., 2003).
Joppa et al. (2011) uvadi, Ze doposud bylo popsano vice nez 26 tisic druhu této

celedi. Je to také ekonomicky vyznamna a zaroven velmi ohrozena skupina rostlin.



Neni tedy divu, Ze tyto okolnosti vedly nejen ke komerénim a ochranafskym snaham
o péstovani vstavacovitych rostlin, ale i k Sirokému zdjmu védeckych pracovist
objastiujicich otazky spojené s mykorhizou.

Typickou vlastnosti pro celed” vstavacovitych jsou jejich velmi drobna
semena, ktera neobsahuji téméf zadné zasobni latky (Hashimoto et al., 2012). Pro
vykli¢eni jsou tedy zévislé na ,,externim* zdroji energie, a to na mykorhizni houbg,
ktera jim poskytuje vodu, Ziviny a uhlikaté latky (Rasmussen, 1995; Pridgeon et al.,
1999). Pro jedince této cCeledi je souziti s mykorhiznimi houbami dulezitym
faktorem, bez kterého nemizou v ptirodnich podminkach ptezivat (Gryndler, 2004).
Orchideje vytvaii vlastni typ endomykorhizy, ktery se nazyva orchideoidni
mykorhiza (OM) (Rasmussen, 2009).

Charakteristickym utvarem OM jsou pelotony, neboli houbové smotky, které
se nachazeji ve vSech ontogenetickych stadiich rostliny. Vyskytuji se jak u klic¢icich
rostlin, tak u dospélych jedinct. Pelotony zastavaji funkci pfenosu zivin mezi houbou
a rostlinou (Gryndler, 2004).

Pro orchideje je typicky utvar zvany protokorm, ktery obsahuje houbové
hyfy. Protokorm vzniké z kli¢iciho embrya, v prvni f4zi embryo nabobtnd a tvofi se
rhizoidy (kotfenové vlasky). Po infekci houbou se kulovity tvar méni na hruskovity,
dochazi k polarizaci a rozvoji meristémi pro kotfen a pryt. U hliznatych druhi se
nejprve tvoii stolon s prvni hlizou (Eriksson & Kainulainen, 2011).

Podle zpisobu prortstani hyf a umisténi pelotont byly popsany dva zékladni
morfotypy orchideoidni mykorhizy, tolypofagni a ptyofagni. Prvnim typem je
tolypofagni forma, ktera je nejrozsifenéj$i a nachazime ji jak u protokormt, tak u
dospélych rostlin. Druhy typ je tzv. ptyofagni forma, kterd je mnohem méné
roz$ifend a je znama pouze u nékolika nezelenych druht tropickych orchideji.
Tolypofagni forma je charakteristickd vytvarenim pelotonti houbovych hyf uvnitf
bunck rostliny. Ptyofagni forma také tvoii pelotony, ale oproti tolypofadgni formé
vV mnohem mens$im mnoZstvi, a navic se nachazeji jen Vv nejsvrchnéjSich bunkach
primarni kiiry. V hlubsich vrstvach primarni kiiry se jiz pelotony nevyskytuji, jsou
zde jen tzv. vchlipené hyfy (Gryndler, 2004).

V urcité fazi Zivota spusti rostlina 1yzu pelotontll, coZ je nékterymi autory
povazovano za mechanismus branici houb¢ inhibovat rostlinu (Smith & Read, 2008).
Tento mechanismus je nejspiSe také dualezitym prvkem ve vyzivé rostliny, Kdy

z degradovanych pelotonti ziskava rostlina ziviny (Rasmussen & Whigham, 2002).
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Dal8i moznosti miZe byt oboustranny pienos latek pies membranu zivych pelotont,
tedy mutualistické souziti (Cameron et al., 2006), a je mozné, ze celkové zhrouceni
pelotonti nemusi byt zptisobeno rostlinnymi buiikami, ale naopak se jedna o autolyzu
hub samotnych, tedy o obnovu ptfenosovych struktur (Gryndler, 2004). Byla také
izolovana tfada fungicidnich latek, jako jsou napftiklad hircinol a orchinol u rodu
Orchis a Himantoglossum (Gadumann et al., 1960; Fish et al., 1973), které kontroluji
rozsah houbové kolonizace (Hu & Huang, 1994).

Dospélé orchideje mohou ziskavat uhlik tfemi zpasoby, a to bud (1)
autotrofii, kdy je rostlina schopna ziskavat veskeré uhlikaté latky fotosyntetickou
asimilaci pfimo ze vzduchu; (2) mixotrofii (MX, caste¢na mykoheterotrofie),
kombinaci vyzivy, kdy rostlina ziskdva cast uhliku z fotosyntézy a cast z
mykorhiznich hub (Selosse & Roy 2009), nebo (3) mykoheterotrofii (MH), kdy je
nezelend rostlina zcela zavisla na houbové vyzivé (Leake, 1994). Mixotrofni a
mykoheterotrofni druhy rostou Casto na stanovistich s nizSim osvétlenim, a skrze
mykorhizni houbu tedy kompenzuji nedostatek fotosynteticky ziskanych uhlikatych
latek (Gebauer & Meyer, 2003).

1.3 Spektrum houbovych symbionti u vstavacovitych rostlin

Jeden z prvnich autord, ktery popsal strukturu pelotoni u OM symbidzy, byl Noel
Bernard (1909). Zformoval také prvni klasifikaci vyizolovanych hub. Zjistil, Ze
vétSina hub vyizolovana z pelotoni nalezi do skupiny Basidiomycota konkrétné do
anamorfniho rodu rhizoctonia (Rhizoctonia mucoroides a Rhizoctonia repens
(Bernard 1909). Pozdg&ji byly také vyizolovany dalsi druhy rhizoctonii Rhizoctonia
solani, Rhizoctonia goodyerae-repentis (Downie, 1957).

V soudasné dobé je zfejmé, Ze rhizoctonia je polyfyleticka skupina. Radi se
do ni tfi taxonomicky odlisné skupiny: Sebacinales, Ceratobasidiaceae a
Tulasnellaceae. Ekologicky to je velmi rtiznoroda skupina. Né&které druhy jsou
parazitické (napt. Ceratobasidiaceae) a in vitro kultury ukazuji, Ze jsou ve skupiné
zastoupeny i saprotrofické druhy. Ceratobasidiaceae a Tulasnellaceae jsou skupiny
hub s nejbohatSim zastoupenim OM hub (Otero et al., 2007). VétSina zastupcl z
téchto celedi jsou druhy, které tvoii mykorhizni symbidzu jak s epifyty tropickych
oblasti, tak s terestrickymi orchidejemi lu¢nich biotopti.

Dalsi skupinu tvoii fad Sebacinales, ktery zahrnuje 2 hlavni skupiny (A a B)
lisici se svou ekologii (Weiss et al., 2011). Ob¢ tyto skupiny vytvaii mykorhizu
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Sriznymi rostlinami a zaroven se nachdzeji jako endofyti v kotfenech velkého
mnozstvi rostlinnych druhti (Selosse et al., 2009). Skupina B typicky vytvari
mykorhizni symbidzu se zelenymi druhy orchideji a ¢eledi Ericaceae. Symbionti ze
skupiny A jsou ve vétsiné piipadi ECM houby tvofici symbidézu se stromy, ale
muzeme je nalézt také u nékterych MH orchideji.

Diky novodobym pfevazné molekuldrnim identifikacim houbovych
symbiontu je soucasny celkovy pohled (Motomura et al., 2010) takovy, Ze pfevazna
vetsSina autotrofnich orchideji se po celém svéte poji se skupinou ,,rhizoctonia®“, ale v
tropickych oblastech to mtiZzou byt i rzi ze skupiny Atractiellomycetes (Kottke et al.,
2010, Martos et al., 2012).

Mykoheterotrofni druhy orchideji tvoifi OM pievazné s ECM houbami. Velké
mnozstvi praci naznacuje, Ze spousta MH druhii orchideji pfijima uhlik z ECM
spojeni s autotrofnimi dfevinami, a to jak v temperatnich oblastech (Selosse et al.,
2002, Taylor et al., 2004), tak v tropech (Selosse et al., 2009). Mezi ECM houby
tvofici symbidzu s orchidejemi patii pfedevSim zastupci stopkovytrusnych hub
(Basidiomycota) - Lactarius (Okayama et al., 2012), Russula (Girlanda et al., 2011,
Tesitelova et al., 2012), Cortinarius (Selosse et al., 2004, Julou et al., 2005), Inocybe
(Tesitelova et al., 2012, Liebel & Gebauer, 2010), Hymenogaster (T&sitelova et al.,
2012), Hebeloma (Liebel & Gebauer, 2010); a vieckovytrusnych hub (Ascomycota) -
Peziza (Dearnaley et al., 2012), Tuber (Té&Sitelova et al., 2012; Selosse et al., 2004),
Wilcoxina (Tésitelova et al., 2012; Ogura-Tsujita & Yukawa, 2008).

Mezi¢lankem mezi autotrofii a heterotrofii jsou mixotrofni orchideje, které jsou
povazovany za evolu¢ni mezistupenn k plné mykoheterotrofii. Tyto orchideje jsou
velmi ziidka specifické, vytvareji symbidzu s podobnymi druhy ECM hub jako MH
orchideje (Okayama et al., 2012).

1.4 Dalsi aspekty ovliviiujici kli¢eni orchidejovych semen

1.4.1 Abiotické faktory

Kli¢ivost orchideji neni proces striktné zavisly na mykorhize, roli zde hraji 1 dalsi
faktory prostfedi. Teplota a vlhkost se mohou ménit béhem sezény a u nckterych
druhli tak otevirat pouze kratky casovy usek mezi zrdnim semen a ztratou
zivotaschopnosti, kdy mohou rostliny vyklicit (Batty et al., 2001). Kli¢ivost semen
tak musi byt béhem roku synchronizovéna. Pokud jsou semena dlouhovéka, k

synchronizaci kli¢ivosti nedochézi. Néaroky na teplotni a vlhkostni podminky budou
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pravdépodobné stejné u stejnych zivotnich forem a na stejnych biotopech
(Rasmussen et al., 2015). Vlhkost substratu mize mit pozitivni vliv na kli¢ivost, ale
neni znamo, zda pfimo na semena ¢i nepfimo na houbového symbionta (Scott &
Carey, 2002; Diez, 2007).

Svétlo mize plsobit jako inhibujici faktor (Dutra et al., 2009; Vasudevan &
Van Staden, 2010). Pted klicenim je dulezité, aby semeno mélo dostateény ¢as na
zatdhnuti do substratu a uniklo tak vyschnuti a ziskalo optimalni teplotni podminky.
In vitro studie ukazuji, Ze¢ fotosynteticky aktivni zafeni napomaha vyvoji
fotosyntetizujicich struktur, ale naopak potlacuje vyvoj mykotrofnich tkani (Zettler et
al., 2007).

Dilezita miize byt i struktura piidy, ktera ovlivituje schopnost semen se dostat
do pozadované hloubky (Wright et al., 2007) ¢i schopnost Sifeni houbovych mycélii
(Otten et al., 2001). Pti pokusech byla zjisténa rizna mira kli¢ivosti rizn¢ hluboko
pod povrchem, optimalni se jevilo 10 cm pod povrchem (Van der Kinderen, 1995),

coz je celkem bézna hloubka, ve které orchideje v ptirod¢ kli¢i (Rasmussen, 2011).

1.4.2 Biotické faktory

Semena orchideji se samoziejmé nenachdzeji v ptirodé samotné, je zde plno dalSich
interagujicich organismd, které se mohou podilet na kli¢ivosti, pozitivné i negativné.
Negativni vliv mohou mit naptiklad predatofi ¢i parazité semen (McCormick et al.,
2013) nebo hub, déale kompetitofi o stejny zdroj uhliku. Nesymbiotické
mikroorganismy mohou pomahat rozlozit nepropustné osemeni (Barsberg et al.,
2013), ale mohou také vycerpat zdroje semen pied vznikem mykorhizy (Zi et al.,
2014). Mikroorganismy mohou také ovliviiovat prostiedi, jako napiiklad dostupnost
vody a zivin. Roli bude hrat i okolni vegetace, pfedevsim ve svételné exponovanosti

semen a semenackd, a také bude konkurovat semenu o vodu a Ziviny (Rasmussen et

al., 2015).

1.5 Biotopy vstavacovitych rostlin

Rostliny z Geledi vstavacovitych tvoii nedilnou soucéast kvéteny Ceské republiky.
Evropskou krajinu tvofila piivodné dynamicky se ménici mozaika lest a otevienych
stanovist,, ktera byla udrZzovana stady velkych byloZravct (Vera, 2000) a poZary ¢i
lavinami (Jongepierova et al., 2012). S ptichodem ¢lovéka byly tyto vlivy nahrazeny

lidskou ¢innosti, kterd byla plivodné extenzivniho charakteru a zvySovala
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rozmanitost krajiny (Konvicka et al., 2006) a novymi biotopy orchideji se staly louky
a pastviny dobytka. Orchideje se tak povazuji za vyznamné indikatory nepterusené¢ho

tradi¢niho hospodateni (Jersakova & Kindlmann, 2004).

1.6 Biotop bélokarpatskvch luk

Bélokarpatské louky neboli asociace Sirokolistych suchych travniki Brachypodio
pinnati-Molinietum arundinaceae, jsou zapojena, druhové velmi bohata lu¢ni
spolecenstva (Chytry et al. 2007). Tato spoleCenstva se vyskytuji predevs§im na
moravské stran¢ Bilych Karpat (obr. 1) a to v jihozapadni ¢asti pohofi v Sir§im okoli
obce Velké nad Velickou, s pfibliznou hranici obci Blatnicka, Horni Ném¢i, Radé&jov
a statni hranici (Tlustak, 1975).

Hlavni slozku biomasy zde tvofi smés rGznych druht trav, a to nejcastéji
porosty valeCky prapofité (Brachypodium pinnatum), ostfice horské (Carex
montana), svefepu vzptimeného (Bromus erectus), kostfavy zlabkaté (Festuca
rupicola) a bezkolence rakosovitého (Molinia arundinacea). Na mistech, kde neni po
delsi dobu provadén management, pfistupuje také kakost krvavy (Geranium
sanguineum) (Chytry et al. 2007). 'V porostu se vykytuji druhy stfidavé vlhkych
pud (napi. Potentilla alba, Betonica officinalis, Inula sallicina a Serratula tinctoria),
druhy typické pro teplomilné doubravy (napf. Primula veris, Pyrethrum
corymbosum, Peucedanum cervaria), druhy mezofilnich luk (napf. Briza media,
Arrhenatherum elatius, Dactylis glomerata ¢i Leucanthemum vulgare agg.), ale také
druhy typické pro suché travniky (napt. Prunella grandiflora a Dianthus
carthusianorum). Mechové patro ma malé pokryvnosti s pfevahou pleurokarpnich
mechd (Chytry et al. 2007). Na ploge 16-25 m? b&lokarpatskych luk miZeme
pozorovat 60—80 druhti cévnatych rostlin, coz je fadi k druhové nejbohat$im
biotoptim Evropy (Klimes, 1997).

Pidy jsou zpravidla hluboké, vyvinuté na vapnitém flySi, piipadné na
jilovcich a kiidovych slinovcich. Diky stfidani vrstev propustného piskovce spole¢né
s nepropustnym jilovcem vznikd lokdlni zamokiovani plidy, které ma pouze
pfechodny sezonni charakter, po némz dochézi k opétovnému vysychani. VétSinou se
zde nachézi pady hlinité nebo jilovité ve spodnich vrstvach pidniho profilu slehlé.
Svrchni horizont pidy je velmi casto slabé odvapnény s pH 6,3 — 7,1, kdezto smérem
do hloubky ptdniho profilu roste koncentrace uhli¢itanu vapenitého a pH (Tlusték,

1972). Ze vsech spolecenstev z ttidy Festuco-Brometea se Brachypodio-Molinetum
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vyskytuje v oblastech s nejvétsimi srazkami, které mohou dosahovat v roénim thrnu

650-850 mm (Chytry et al., 2007).

Obr. 1 Rozsifeni asociace Brachypodio pinnati-Molinietum arundinaceae. Pievzato: Chytry et al. (2007)

1.7 Obnova druhové bohatvch luk v Bilyvch Karpatech.

V minulych padesati letech byla velkd cast karpatskych luk rozordna. Od
devadesatych let 20. stoleti s velkym tGtlumem intenzivniho zemédé&lstvi a prechodem
mnohych zemédélskych subjektl k ekologickému zemédélstvi postupné dochazi k
rekultivaci a zatraviiovani mnohych polnosti. Rekultivace probiha bud’ samovolnou
sukcesi, ¢i s vyuzitim jetelotravni smési, a od roku 1998 také semennymi smésmi
regionalnimi (Jongepierova et al., 2008).

Obnova druhové bohatych spolecenstev je dlouhodoby proces. Mezi dulezité
faktory pro vyvin spoleCenstva patii dostatek diaspor cilovych lucnich druht.
Kli¢ové je také mnozstvi zivin v pude, které je Casto tak velké, Ze jsou zddouci druhy
rostlin vytlaceny konkurenéné schopnéjsimi plevely (Muller et al., 1998) nebo
rychleji rostoucimi travinami (Marrs, 1993). DalSim problémem v obnové luk je
semenna banka opusténych poli, ve které ptrevladaji semena plevelnych druht,
kdezto lu¢ni druhy jsou zastoupeny velmi malo, a to jak mnoZstvim semen, tak
poctem druhi. Bez zdsahu Clovéka je obnova bélokarpatskych luk velmi pomala

nebo dokonce po urcitou dobu zablokovana, lze ji vSak vyrazné zvysit vysevem
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travinobylinné smési, ziskané z lokalnich spoleCenstev, které odpovidaji danym
ekologickym podminkam (Jongepierova et al., 2012).

Kli¢ivosti vstavaCovitych rostlin na téchto loukdch se doposud nikdo
nevénoval, a jeji znalost by méla dopomoci k doplnéni védomosti o problematice

kvétnatych luk, jak uvadim v kapitolach nize.

1.8 Cil prace

Tato prace se zabyva kli¢ivosti Sesti druhi orchideji na tzemi CHKO Bil¢ Karpaty,
konkrétn¢ druhti Platanthera bifolia, Neottia ovata, Anacamptis pyramidalis,
Gymnadenia conopsea subsp. conopsea, Traunsteinera globosa, Orchis militaris.
Vhledem k tomu, Ze orchideje se na obnovené louky vraceji jen velmi vzacné a
mnohé druhy viibec, bylo mym cilem zjistit, zda jsou vybrané druhy schopné na
nékolika rizné davno obnovenych plochach vibec vyklicit a je-li tedy splnéna
podminka pfitomnosti OM hub a vhodnych abiotickych podminek i v takto
naruSenych podminkach. Mezi zkoumané druhy byly vybrany druhy s riznou mirou
vzacnosti a vazanosti na konkrétni biotopy, a lze tedy ocekavat jejich rtiznou

kli¢ivost na narusenych stanovistich.

Konkrétni cile:
e Prozkoumat schopnost kli¢eni semen na riznych obnovenych a kontrolnich
loukach.
e Overit klic¢ivost semen na rtizné starych obnovenych loukéch.
e Zjistit, se kterymi houbami se druhy poji na pavodnich a obnovenych
lokalitdch, a zda se li§i se spektrum houbovych symbionti u dospé€lct a

protokormti.

2. METODIKA

2.1 Charakteristika zajmové skupiny

2.1.1 Anacamptis pyramidalis (L.) L. C. M. RICH. — rudohlavek jehlancovity
Anacamptis pyramidalis je vytrvala, 30-50(-60) cm vysoka zelena rostlina se dvéma

protahlymi vejcovitymi hlizami s velmi fidkymi tenkymi kofeny. Lodyha je pfima, v
horni ¢asti ryhovand, lysa. Listy jsou vzpiimené ¢arkovité kopinaté, svétle zelené

(Prochazka, 1980). Rast nadzemnich orgdnt za¢ind v lednu, k tvorbé kveth dochazi
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zacatkem Cervna az do konce Cervence, produkce semen zacina v ¢ervnu. Opylovaci
rudohlavku jsou denni motyli (Jersakova & Kindlmann, 2004).

Studie mykorhiznich asociaci u druhu A. pyramidalis nejsou k dispozici, ale
vzhledem k tomu, ze se jedna o druh vazany na luc¢ni biotopy, ptfedpoklada se, ze se
budou pojit s houbami z polyfyletické skupiny rhizoctonia.

Jedna se o druh vyslunnych a lesostepnich, nékdy ¢aste¢né kiovinatych strani,
luk. Roste na pudach vyhievnych, vysychavych az stfidavé vlhkych, vapnitych,
humoznich, ale i hlinitych (Prochazka, 2010).

A. pyramidalis se vyskytuje v Cechich pouze na tizemi Ceského krasu. Na
Moravé je jeho vyskyt dolozen pouze v Bilych Karpatech a Vsetinské kotling.
Vyskytuje se zejména v kolinnim a suprakolinnim stupni, vzacné také vstupuje do
montdnniho stupné (Prochdzka, 2010). V Bilych Karpatech se druh vyskytuje
v jihozapadni ¢asti tzemi s nejbohat§im vyskytem v NPR Certoryje u KnéZdubu
(Jongepier & Jongepierova, 2006). V Cerveném seznamu patii rudohlavek
jehlancovity ke kriticky ohrozenym druhtim nasi kvéteny (C1b) (Grulich, 2012).

2.1.2 Gymnadenia conopsea (L.) r. BR. — pétiprstka ZeZulnik
V Ceské republice se rozlisuji dva zakladni cytotypy z okruhu Gymnadenia conopsea

s.l., a to Gymnadenia conopsea subsp. conopsea — pétiprstka Zezulnik prava a
Gymnadenia conopsea subsp. montana - pétiprstka zezulnik horska (Marhold et al.,
2005). V mé praci zminim pouze G. conopsea subsp. conopsea, kterou jsem se
zabyval.

Gymnadenia conopsea je vytrvala, (25-)33-62(-80) cm vysoka bylina, s
jednou hluboce dvoudilnou hlizou s necetnymi, tenkymi kofeny. Lodyha je pfima na
bazi se 1-2 zakrn€lymi Supinovitymi pochvatymi listy. Listy jsou dvouradé
usporddané zelené az tmavé zelené (Prochazka, 1980). Rist nadzemnich organt
zatina v dubnu, k tvorbé kvéti dochazi zaCatkem Cervna az do konce Cervence.
Produkce semen zacina v ¢ervnu. Opylovaci pétiprstky ZeZulniku jsou motyli (miry
a lisaji (Jersakova & Kindlmann, 2004).

Gymnadenia conopsea se poji s mykorhiznimi houbami =z ¢eledi
Tulasnellaceae a Ceratobasidiaceae, dale s houbami zitadu Pezizales (Peziza,
Terfezia, Morchella, Geopyxis, Wilcoxina), Lyophyllaceae, Serpulaceae a

Hymenochaetaceae (Té&Sitelova et al., 2013). Byli nalezeni iendofyti z oddéleni
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Ascomycota, napt. rody Exophiala, Fusarium, Leptodontium a Tetracladium (Stark
et al., 2009).

Druh roste na suchych i vlh¢ich loukach, pastvinach, vyslunnych travnatych a
kiovinatych stranich, mirné¢ zasahuje 1 do lesnich lemt. Nachazi se na pudach
kyselych az zasaditych, hlinitych az mirné skeletovitych (Prochazka, 2010).

V minulosti se druh G. conopsea vyskytoval roztrouSené v termofytiku s
hojnym vyskytem pfedevsim v podhorskych a horskych oblastech (Bil¢ Karpaty,
Jeseniky, Beskydy, Krkonose, Orlické hory, Sumava, Krusné hory, Zd’arské vrchy).
Od poloviny 20. stol. byl zaznamenan znac¢ny ubytek (Prochazka, 2010). V Bilych
Karpatech je G. conopsea velmi cCasta na kvétnatych loukach po celé CHKO
(Jongepier & Jongepierova, 2006). V Cerveném seznamu patfi G. conopsea k silné

ohrozenym druhtim nasi kvéteny C2t (Grulich, 2012).

2.1.3 Orchis militaris (L.) — vstava¢ vojensky
Orchis militaris je vytrvala, 2045 cm vysoka bylina. Hlizy jsou vejcovité az

elipsoidni, kofeny kratké a tenké. Lodyha je jemné ryhovana, svétle zelena, listy
podlouhlé kopinaté, Spicaté, sivozelené (Prochazka, 1980). Riist nadzemnich organti
zacina v breznu, k tvorbé kvéth dochdzi od kvétna az do pllky Cervence, produkce
semen zacina v kvétnu (tvorba semenikl). Opylovaéi O. militaris jsou blanoktidly
hmyz (véely, ¢melaci) (Jersakova & Kindlmann, 2004).

Orchis militaris se poji s Sirokym spektrem hub z celedi Tulasnellaceae
a Ceratobasidiaceae (Jacquemyn et al., 2010).

Jedna se o druh travnatych a kfovinatych suchych strani, okraju vinic,

svétlych lest, mezofilnich luk, slatin. Roste na mistech pievazné vyslunnych nebo i
mirné zastinénych, ale 1 antropicky naruSenych. Vyskytuje se na pidach vlhkych az
vysychavych, spraSovych 1 jilovitych, vapnitych, humodznich hlubsich ptadach
(Prochézka, 2010).
Karpatech a v jihomoravskych pahorkatinach. Vzacné se vyskytuje také na stfedni
Moravé v §irsim okoli Brna a v Ceskomoravském mezihoti, v Cechach mnohem
vzacngji. V Bilych Karpatech se O. militaris vyskytuje na loukach a pastvinach,
roztrousené po celém tizemi CHKO (Jongepier & Jongepierova, 2006). V Cerveném
seznamu patfi O. militaris k silné ohrozenym druhim nasi kvéteny C2b (Grulich,
2012).
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2.1.4 Traunsteinera globosa (L.) Reichenb. — hlavinka horska
Traunsteinera globosa je vytrvala, 35-70 cm vysoka, sivozelena bylina. Hlizy jsou

vejcovité, neclenéné nebo jen mélce rozeklané, koreny kratké. Lodyha je pfima,
ryhovana, lysa; listy lupenité, stiidavé, podlouhlé az podlouhle obkopinaté, na bazi
objimavé. Rust nadzemnich organi zafina v dubnu, k tvorbé kvétti dochazi od
kvétna az do Cervence, produkce semen zac¢ina v ¢ervnu. Opylovaci T. globosa jsou
dvouk#idly hmyz a motyli (Jersakova & Kindlmann, 2004).

Studie mykorhiznich asociaci u druhu Traunsteinera globosa nejsou
k dispozici, ale vzhledem k tomu, Ze se jedna o druh vazany na luc¢ni biotopy,
piedpoklada se, Ze se bude pojit s houbami z polyfyletické skupiny rhizoctonia.

Traunsteinera globosa se vyskytuje na loukach, luénich pramenistich a
nivach; na vlh¢ich, vapennych az slabé kyselych, spiSe humoznich,
kamenitohlinitych ptidach (Prochdzka, 2010).

Druh se vyskytuje roztrousen¢ az vzacné v karpatské oblasti Moravy, odkud
dale pronikd do vychodnich, ojedinéle az do severozapadnich Cech. V Bilych
Karpatech se T. globosa vyskytuje roztrousené po celém tzemi CHKO (Jongepier
& Jongepierova, 2006). V Cerveném seznamu patii T. globosa k silné ohrozenym

druhiim nasi kvéteny C2b (Grulich, 2012).

2.1.5 Neottia ovata (L.) R. BR. — bradacek vejéity
Neottia ovata je vytrvala, (20-)25-60 cm vysoka, svétle zelena rostlina s kratkym

valcovitym oddenkem s tlustymi svazCitymi kofeny. Lodyha je pifima, pod listy
¢tythranna. Listy jsou lysé, pfi bazi Supinovité, v dolni tfetiné lodyhy se nachazeji
obvykle jen dva plné vyvinuté vejcité listy (Prochazka, 1980). Rist nadzemnich
organti probiha od pulky dubna az do pulky kvétna, k tvorbé kvéti dochazi od
pulky kvétna az do pulky ¢ervence, rostlina produkuje semena od zacatku ¢ervna az
do pullky srpna. Opylovaci braddcku jsou blanokiidly hmyz (lumci) a brouci
(Jersakova & Kindlmann, 2004). S N. ovata se poji Siroké spektrum hub ze skupiny
rhizoctonia, predevsim Sebacinales, ale i Tulasnellaceae a Ceratobasidiaceae;
Tésitelova et al., 2015, Kotilinek et al., 2015), dale Russulaceae, Thelephoraceae,
Atheliaceae (T¢sitelova et al., 2015).

Jedna se o druh s Sirokou ekologickou amplitudou. Roste od nizin az do
subalpinského stupné; v lucnich 1 lesnich ekosystémech, nejCastéji na loukach,
lesnich lemech, v kiovinach, svétlych dubohabtinach, na pastvinach a v neposledni

fadé také v piikopech cest. Zije na vyslunnych i stinnych stanovistich. Piidy preferuje
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Cerstvé az vlhké, humozni, zivinami bohaté, slabé kyselé az siln¢ zasadité, lehké i
téz81 (Prochazka, 2010).

Neottia ovata je jeden z nejhojnéjSich druhi vstavacovitych rostlin u nas.
Casty je predeviim v severnich a severovychodnich Cechach, na Moravé pak
pfedevS§im na vychod¢, v jinych oblastech jen roztrousen¢ az vzacné (Prochazka,
2010). V Bilych Karpatech to je velmi ¢asty druh, ktery se vyskytuje roztrousené po
celém uzemi (Jongepier & Jongepierova, 2006). V Cerveném seznamu je bradadek
vejCity oznacen jako vzacnéjsi druh, ktery vyzaduje dalsi pozornost (C4a) (Grulich,

2012).

2.1.6 Platanthera bifolia (L.) L. C. M. RICH. — vemenik dvoulisty
Platanthera bifolia je vytrvala, 25-55(-—80) cm vysoka, svétle zelena bylina. Hlizy

jsou vejcovité az tepovité prodlouzené, na konci zizené v kofenovity vybézek.
Lodyha je ptima, dutd, lysd, ryhovana. Listy jsou lupenité, vstiicné tGzce ¢i Siroce
eliptické az obvej¢ité. Rist nadzemnich organi zac¢ina v dubnu, k tvorbé kvéta
dochdzi od kvétna az do Cervence, produkce semen zacina v ervenci. Opylovaci P.
bifolia jsou dvouk#idly hmyz a motyli (Jersakova & Kindlmann, 2004).

Platanthera bifolia se poji s houbami rodu Ceratobasidium, Thanatephorus,
Tulasnella a Sebacina (Fillepello, et al., 1985) dale s houbami z fadu Cantharellales
(Sistotrema) a druhem Leptodontidium orchidicola z oddéleni Ascomycota
(Rasmussen, 1995).

Jedna se o druh kfovinatych strani, luk, svétlych listnatych lest i lesostepnich
bord, lesnich lemil, viesovist’ a pastvin. Roste na pidach vlhkych, bdzemi bohatych
kyselych az zasaditych pudach.

Druh se u nas vyskytuje roztrouSené az vzacné, na témét celém tzemi s
absenci ve vyssich polohach (Krusné hory, Krkonose, Sumava). V Bilych Karpatech
se P. bifolia vyskytuje roztrousené po celém tzemi. (Jongepier & Jongepierova,
2006). V Cerveném seznamu patii k ohrozenym druhtim nasi kvéteny C3 (Grulich,
2012).

2.2 Pokusné plochy

Abych zjistil, zda vybrané druhy orchideji mohou klicit i na loukach obnovenych
(zatravnénych regionalni smési), byly pro pokus vybrany louky na uzemi obci Mala

Vrbka (pét obnovenych luk) a Hruba Vrbka (pét obnovenych luk). Jako kontrolni
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louky s vyskytem vSech cilovych druhti orchideji jsem zvolil dvé narodni ptirodni

rezervace, a to NPR Certoryje a NPR Zahrady pod Hajem.

2.2.1 Obnovené louky

Pro zjisténi klicivosti Sesti druhti z ¢eledi vstavacovitych (Orchidaceae) bylo vybrano

10 obnovenych luk. Komplexy obnovenych luk sestavaji z uméle zatravnénych ploch

ruzného stafi, slozeni vegetace a pudnich vlastnosti. Diive byly tyto louky

zem&délsky vyuzivany (péstovani kulturnich rostlin). Po roce 2000 byly uméle

zatravnény regionalnimi smésmi travin a bylin. Louky jsou jednou za rok seceny,

vzdy koncem cervna.

2.2.1.1 Mala Vrbka - Vojsické louky
Na katastru obce Mald Vrbka (VojSické louky) bylo vybrano 5 obnovenych ploch

rizného staii (Tab. I).

Tab. I. Plochy na obnovenych loukach u Malé Vrbky.

Plocha ¢. | Stéii plochy GPS soutadnice
1. 13 N48 51.915 E17 26.338
2 11 N48 51.852 E17 26.398
3 6 N48 51.527 E17 26.623
4. 6 N48 51.568 E17 26.753
5 14 N48 51.419 E17 26.327

2.2.1.2 Obnovené louky u Hrubé Vrbky

Dalsi obnovené louky se nachazeji u obce Hrubd Vrbka. Zde bylo vybrano 5

vyzkumnych ploch. Jednotlivé plochy se stafim a zaméfenim pomoci GPS soutadnic

uvadim v Tab. II.

Tab. 1. Plochy na obnovenych loukach u Hrubé Vrbky

Plocha ¢. | Stafi plochy GPS souradnice
6. 10 N48 51.053 E17 28.415
7. 8 N48 51.075 E17 28.415
8. 6 N48 51.098 E17 28.368
9. 8 N48 51.383 E17 28.522
10. 6 N48 51.432 E17 28.424
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2.2.2 Kontrolni louky

Jako kontrolni louky byly vybrany dvé pro Celed’ vstavacovitych velmi bohaté
lokality, a to NPR Zahrady pod Hajem a NPR Certoryje. Na obou kontrolnich
loukéch bylo vybrano po 15 rostlinach od kazdého zajmového druhu, kde se sézely

ramecky se semeny (specifikace viz nize) do tésné blizkosti matetské rostliny.

2.2.2.1 NPR Zahrady pod Hajem
Narodni pfirodni rezervace Zahrady pod Hajem piedstavuje pestrou mozaiku

bélokarpatskych kvétnatych luk, rozptylené zelené, extenzivné obhospodatovanych
ovocnych sadu, ale také mensSich poli. Rezervace se nachdzi na katastralnim uzemi
obce Velka nad Velickou. Rozmezi nadmoiskych vysek se pohybuje mezi 310-490
m.

Na slinovitych plidach je vyznamna neuzaviend teplomilnd vegetace s
omanem mecolistym (Inula ensifolia), kostfavou zlabkatou (Festuca rupicola) a
ostfici chabou (Carex flacca), vlhé¢i mista s vyvinutymi pidami charakterizuji
porosty svazu Cirsio-Brachypodion pinnati s valeckou prapofitou (Brachypoodium
pinnatum). Misty zde nalezneme i vlhéi svahové bezkolencové louky svazu Molinion
(Mackov¢in et al. 2002).

Roste zde tada chranénych a ohroZenych druhli, ze zdymové skupiny
vstavacovitych (Orchidaceae) to jsou pétiprstka zezulnik prava (Gymnadenia
conopsea subsp. conopsea), vstava¢ vojensky (Orchis militaris), hlavinka horska
(Traunsteinera globosa), vemenik dvoulisty (Platanthera bifolia), rudohlavek
jehlancovity (Anacamptis pyramidalis), bradacek vejcity (Neottia ovata), pétiprstka
zezulnik hustokvéta (Gymnadenia conopsea subsp. densiflora), vstava¢ osmahly
(Neotinea ustulata), vstava¢ muzsky (Orchis mascula), vstava¢ bledy (Orchis
pallens), vstava¢ nachovy (Orchis purpurea), tofi¢ c¢melakovity (Ophrys
holosericea), vemeni¢ek zeleny (Dactylorhiza viride), prstnatec pletovy
(Dactylorhiza incarnata), okrotice dlouholista (Cephalanthera longifolia), vemenik

zelenavy (Platanthera chlorantha) (Mackov¢in et al. 2002).

2.2.2.2 NPR Certoryje
Nérodni pfirodni rezervace Certoryje pfedstavuje rozsahly komplex druhové

bohatych b¢lokarpatskych kvétnatych luk v mozaice s rozptylenou zeleni se
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solitérnimi duby, moktady, svahovymi pramenisti a lemovymi spolecenstvy kolem
potoki v jihozapadni ¢asti CHKO Bil¢ Karpaty. Rezervace se nachazi na
katastralnim tizemi obci Hruba Vrbka, KnéZzdub a Tvarozna Lhota.

Ptfevazujicim typem vegetace jsou teplomilné, druhové velmi bohaté louky
svazu Cirsio-Brachypodion pinnati, v nichz dominuje svetfep vzptimeny (Bromus
erectus a valecka prapofita (Brachypodium pinnatum), na vlh¢ich mistech prechazeji
ve vegetaci svazu Molinion s dominantnim bezkolencem rakosovitym (Molinia
arundinacea).

Na loukach se vyskytuje velké mnozstvi vzacnych a chranénych druht, ze
zajmové skupiny vstavacovitych (Orchidaceae) to jsou pétiprstka zezulnik prava
(Gymnadenia conopsea subsp. conopsea), rudohlavek jehlancovity (Anacamptis
pyramidalis), vstava¢ vojensky (Orchis militaris), ilavinka horskd (Traunsteinera
globosa), vemenik dvoulisty (Platanthera bifolia), tofi¢ ¢melékovity, (Ophrys
holosericea), tofi¢ véelovity (Ophrys apifera), vemenicek zeleny (Dactylorhiza
viride), pétiprstka zezulnik hustokvéta (Gymnadenia conopsea subsp. densiflora),
stievi¢nik pantofli¢ek (Cypripedium calceolus), krustik bahenni (Epipactis palustris)
vstava¢ muzsky (Orchis mascula), prstnatec pletovy (Dactylorhiza incarnata),
prstnatec majovy (Dactylorhiza majalis), krustik modrofialovy (Epipactis
purpurata), vstava¢ nachovy (Orchis purpurea), vstava¢ kukacka (Anacamptis
morio), vemenik zelenavy (Platanthera chlorantha), vstavaé¢ bledy (Orchis pallens),
vstavac¢ osmahly (Neotinea ustulata), okrotice bila (Cephalanthera damasonium)

a okrotice dlouholista (Cephalanthera longifolia) (Mackov¢in et al., 2002).

2.3  Sbér semen

Pro vysévaci pokus byla pouZita semena z lokalnich populaci, kterad byla sesbirana
na konci 1éta roku 2013 (Tab. 1I1). Vzdy bylo vybrano 20 rostlin. Po sbéru se zralé
kvétenstvi jednotlivych druhti rozde€lilo na 3 ¢asti: horni ¢ést tobolek, stfedni Cast
tobolek a spodni ¢ast tobolek. Jednotlivé tobolky se semeny byly poté zabaleny do
malych sacka z filtraéniho papiru a nechany volné susit pii pokojové teploté asi 3
dny. Po dosuseni a nasledného vysypani semen ze vSech casti suchych tobolek jsem
semena prohlédl pod binolupou a urcil kvalitu semen (u kazdého druhu se urcila
kvalita u dvou vzorktl, podil semen S embryi se pak zpriméroval). Ze semen jsem
poté udélal smésny vzorek z dobrych casti kvétenstvi jednoho druhu. Semena byla

poté vysazena pomoci rameckll na diapozitivy (viz nize).
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Kvalitu semen jsem rozd¢lil do 2 kategorii:
I. kategorie — semena s pIné vyvinutym embryem
Il. kategorie — abortovana semena (se Spatné vyvinutym embryem, semena

bez piitomnosti embrya)

Tab. 111. Podil semen s embryem u $esti druhl orchideji (Bilé Karpaty), které byly nasledné pouzity
na vysévaci pokusy.

Druh Datum sbéru Podil semen s embryem
Anacamptis pyramidalis 6.8 2013 75,5 %
Gymnadenia conopsea 13.7 2013 83,4 %

Neottia ovata 22.6 2013 91,7 %
Orchis militaris 29.6 2013 62,4 %
Platanthera bifolia 13.7 2013 72,6 %
Traunsteinera globosa 29.6 2013 72,4 %

2.4 Vysev semen

Pro vysévaci pokus byla pouzita rdmeckova metoda podle Rasmussen a Whigham
(1993) (Obr. 2), kterd umoziiuje kontrolu semen, které jsou péstovany v takika
pfirozenych podminkach. Pfiblizné 300 semen jednoho druhu bylo uzavieno do
jemné sitoviny typu Uhelon (Silk & Progress Ltd, Brnénec) o rozmérech 4 x 6 cm a
velikosti oka 42 pm. Tento rozestup umoziuje vniknuti houbovych hyf i riznym
pudnim mikroorganismiim k semenu, aniZ by semeno ze sitoviny vypadlo. Pfehnuta
sitka se semeny byla poté vloZena do ramecku, 0znacena specifickym kodem druhu
a barevnym vlascem. Vlasec také slouzil k pfivazani ke kovové zavlacce, ktera se
poté vyhledavala detektorem kovli. Ramecky byly poté sazeny pod thlem 45° a
hloubky cca 5 cm do pudy.
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Obr. 2. Diarameckova metoda vyuZivana pro kontrolu kli¢ivosti semen.
Prevzato z Rasmussen & Whigham, 1993.

2.5 Usporadani pokusu

2.5.1 Sazeni na obnovenych loukach

Na obnovené louky byly vysazeny v druhé pulce fijna 2013 ramecky se semeny
jednotlivych druhii. Na kazdé plose byl vytyCen transekt, ktery obsahoval 3
mikrostanovisté se zasazenymi ramecky (grafické zobrazeni jednoho mikrostanovisté
viz obr. 3). Mikrostanovist¢ byly mezi sebou vzdaleny tii metry. Celkem bylo na
obnovené louky vysazeno 720 sit€k se semeny, vloZzenymi do 360 rameckua tfech
variant (24 rameckl na mikrostanovisté). Kazdy ramecek obsahoval semena dvou
druhti orchideji v samostatnych sitkach. Varianta A s druhy Gymnadenia conopsea a
Anacamptis pyramidalis; varianta B s druhy Traunsteinera globosa a Orchis
militaris; a varianta C s druhy Platanthera bifolia a Neottia ovata.

Ramecky se semeny byly vytazeny v roce 2014 v jarnim obdobi (v pilce
dubna — 360 siték se semeny) a na podzim (na konci fijna — zacatkem listopadu — 360
sit€k se semeny). U kazdého druhu bylo takto vytaZzeno 120 sit€k se semeny. Dalsi

ramecky, které uz tato prace nezahrnuje, byly vytazeny také v roce 2015.
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Obr. 3. Grafické zobrazeni mikrostanovi§té na obnovenych loukach. Varianta A s druhy Gymnadenia

conopsea a Anacamptis pyramidalis; varianta B s druhy Traunsteinera globosa a Orchis militaris; a

varianta C s druhy Platanthera bifolia a Neottia ovata. Kody vytazeni J2014 — 2015 (Jaro 2014 -
2015) P2014 - 2015 (Podzim 2014-2015).

2.5.2 Sazeni na kontrolnich loukach

Na kontrolnich loukach bylo v pribéhu vegetacni sezony (Cerven — srpen 2013)
zaznaGeno 30 rostlin od kazdého ze Sesti druhd (15 jedinct Certoryje a 15 jedincti
Zahrady pod Hajem). Celkem bylo takto zaznaCeno 180 matefskych rostlin. Na
kontrolni louky bylo vysazeno celkem 1800 sit¢k se semeny (vétsi pocet oproti
obnovenym loukdm — pouze jeden druh v rdmecku). Oproti obnovenym loukam se na
kontrolnich loukach nesdzely ramecky v podob¢ transektll, nybrz ptimo k matetskym
rostlindm, aby byla zajiSténa ptfitomnost mykorhiznich hub a vhodnych ptdnich
podminek. Ramecky byly vzdaleny od matefské rostliny v rozmezi od deseti do
dvaceti centimetra.

Rémecky se semeny byly vytaZzeny v roce 2014 v jarnim obdobi (v pilce
dubna — celkem bylo vytazeno 360 siték) a na podzim (na konci fijna — zacatkem

listopadu — celkem bylo vytazeno 360 sit€k). Pro kazdy druh bylo takto vytazeno
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120 sit€k po 7 a 12 mésicich v pad¢€. Analogicky byly vytazeny také ramecky z roku
2015, které ale nebyly analyzovany v této praci.
Pro kontrolu ptipadného dalsiho kliceni bylo vytahovani 360 zbylych siték

naplanovano na rok 2016 a 2017 (podrobné schéma uvadim na obr. 4).

POINZIM PODZIM
2014 2015

POINIM PODZIM JARO
2014 2015 2015

Obr. 4. Grafické zobrazeni sazeni na kontrolnich loukach.

2.6  Hodnoceni kli¢ivosti semen

Celkem 1440 siték se semeny, které byly vytazeny po 7 a 12 mésicich v piade¢, byly
skladovany max. pét tydnii ve vlhku a chladu v lednici. Semena ze vSech rameckl
byla poté zatfazena do piislusnych kategorii podle tvaru embrya a morfologickych
zmén na osemeni. Z kazdé dvojice rameckd z jednoho mikrostanovisté byl vybran
jeden ramecek, ve kterém byly spocitdny vSechny kategorie kliceni (viz nize). U
druhého ramecku z dvojice byly spocitany neklicicici/klicici semena a protokormy.
Hodnotily se 4 kategorie:

1. Neklicici semeno — semeno bez objemovych zmén, bez naznaku nabobtnani,

¢1 protrzeni osement.
2. Kli¢ici semeno — semeno kulovitého az ovalného tvaru, u vétSiny piipadi

S protrzenym osemenim, avSak nemykorhizni.
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3. Protokorm — mykorhizni stav semene, typicky hruskovity tvar embrya, tvorba
rhizoida.
4, Mrtvé semeno — semena deformovand, shnild, jevici zndmky pozeru c¢i

semena bez embrya (s prazdnym osemenim).

2.7 Molekularni analyza mvkorhiznich hub v protokormech

Pro identifikaci mykorhiznich hub béhem faze kliceni byly pouzity semena ve fazi
protokormu, které byly ziskany z rameckt vyjmutych z pidy. Analyzovany byly
protokormy z podzimniho vytazeni z roku 2014. Celkem bylo takto ziskano 829
protokormti. Protokormy pochazely ptfedev§im z kontrolnich luk, avSak byly
objeveny i na obnovenych loukach. Protokormy byly po vyjmuti z ramecku peclivé
oCistény a zamrazeny pro molekuldrni analyzy. Celkem bylo analyzovéno 30
protokormti (Vzdy byly vybrany nejvétsi protokormy z ramecku, pokud byly u
nékterych druhii k dispozici pouze stiedni nebo malé protokormy, byly vybrany tyto.

Zaroven se bral ohled na zahrnuti co nejvétsiho poctu luk).

2.8 Molekularni analyza mvkorhiznich hub v koienech rostlin

Z kontrolnich luk byly béhem sezony 2014 odebrany kotfeny ze 3 jedincti kazdého z
péti druhtt (AP, GC, PB, TG, OMi) za tUcelem molekularni studie houbovych
struktur dospélych jedincii. N. ovata sbirdna nebyla. Kofeny byly po odbéru
oplachnuty vodou. Povrch kotfene byl o€istén jemnym kartdckem. Poté byly uloZzeny
do zkumavek s 60% etanolem a pievezeny do laboratofe k dal§imu zpracovani. Pied
nafezdnim byly kofeny sterilizovany ve 100% SAVU (4,5 % chlornan) po dobu 30
sekund, poté¢ byly machany 15 s v 70% etanolu a nakonec byly 3x promyty 15 s v
destilované vodé.

Po sterilizaci byly kofeny nafezany po 5 mm fezech, byla zjiStovéana
pfitomnost mykorhizni kolonizace a jeji kvalita (mira kolonizace kofene).
Mykorhizni ¢asti byly poté nafezany na 2 mm fezy, které byly nasledné zamrazeny

pfi -20 °C. Pro dalsi analyzy byly vyuzity vzdy 3 fezy z kazdé rostliny.

2.9 Molekularni identifikace hub

Pro izolaci DNA z dospélych jedinct rostlin a protokormti byla pouzita metoda
CTAB (Porebski et al., 1997). Nasledna amplifikace pomoci polymerazové fetézové
reakce (PCR) probihala na casti useku 18S, ITS1, 5.8S, ITS2 a na ¢asti useku 28S
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rDNA. Pro piipravu PCR smési byl pouzit Plain PP Master Mix (Topbio) se
slozenim reakce: 5 pl 2xPP Master Mixu, 0,6 pl 5” primeru (5 pmol), 0,6 pl 3’
primeru (5pmol), 1 ul DNA a 2,8 ul ddH20.

Byly pouzity primery: ITS10OF a ITS40F (univerzalni primer pro mykorhizni
houby orchideji; Taylor & McCormick, 2008), ITS4Tul (pouze pro rod Tulasnella;
Taylor & McCormick, 2008), ITS3Seb (pouze pro houby celedi Sebacinaceae;
Selosse et al., 2007) a TW13 (univerzalni pro vSechny Eukaryota; O’Donnell, 1993).

Pro kombinace primert ITSIOF+ITS40F a ITS1IOF+ITS4Tul byl pouzit pti
PCR reakci nasledujici cyklus:

95 °C 5 min (poc¢atecni denaturace)

35x% cyklus:

95 °C 1 min (cyklové denaturace)

55 °C 1 min (nasedani primeru)

72 °C 1 min 30 s (cyklova elongace)
nasledovano

72 °C 10 min (finalni elongace)

15 °C hold (chlazeni smési po probé¢hnuté PCR)

Pro kombinaci ITS3Seb+TW13 byl pouZit nasledujici cyklus:
94 °C 4 min (poc¢atecni denaturace)

35% cyklus

94 °C 30 s (cyklova denaturace)

53 °C 30 s (nasedani primeru)

72 °C 30 s (cyklova elongace)

nasledovano

72 °C 10 min (finalni elongace)

15 °C hold (chlazeni smési po probéhnuté PCR)

Kvalita vysledného produktu byla ovéfena pomoci elektroforézy, kdy byl PCR
produkt smichdn s barvivem GelRed (Biotium) a nanesen na 1,5% agardzovy gel v
TBE pufru. Standardné byl pouzit 100 bp DNA ladder (NEB).

Produkty PCR s primerovymi kombinacemi ITSIOF+ITS4-Tul a ITS3-
Seb+TW13 byly purifikovany pomoci ExoSAP-IT (USB Corporation) a nasledné
pouzity pro sekvenacni smés. Vybrané PCR produkty (produkty s vice bandy)
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ziskané pomoci kombinace primertt ITS 1 OF a ITS 4 OF byly pouzity pro
klonovani. Pro klonovani byl pouzit vektor PGEM-T Vector System | od spole¢nosti
Promega (obsahuje plazmid pGEM-T). Celkem bylo z kazdého vzorku odebrano 8
kolonii obsahujicich vektor a byla provedena PCR reakce pomoci primeri SP6 a T7.

Pro sekvenovani byly pouzity primery SP-6 pro vzorky po klonovéni, ITS1
OF pro kombinaci primert ITSIOF+ITS40F, ITS3SEB pro kombinaci primert
ITS3SEB-TW13. Sekvence byly editovany v programu Geneious v8.0.5 (Drummond
et al., 2012) a nakonec byla porovnana identita sekvenci s databazi GenBank
metodou BLAST (Altschul et al., 1997).

Ze ziskanych sekvenci byly vytvotfeny operacni taxonomické jednotky (OTU)
na zaklad€ 97% podobnosti v ITS Gseku. OTU jsou pouzivany v environmentalnich
studiich jako ndhrazka taxonomickych druhi, protoze vétSiné hub ziskanych
z orchideji pomoci sekvenovani nejsme schopni pfifadit taxonomické jméno. 97%
podobnost je v ekologii hub pouzivana nejcastéji (Hughes et al., 2009). Upravené
sekvence byly zalignovany v programu MAFFT v. 7.012 (Katoh, 2010) a OTU byly
vytvoteny v programu Topali (Milne et al., 2008).

2.10 Statistické zpracovani dat

Pro porovnani délky inkubace byla ukdzana procenta kli¢icich (kli¢ici semena +
protokormy), procenta neklicicich (nekli¢ici semena) a procentualni mortalita (mrtva
semena), a to po 7 a 12 mésicich v pude€. Z hodnoceni byly vynechany hodnoty, u
kterych se nepocitala mortalita (vzdy druhy ramecek ze sestavy).

Pro ucely statistického zpracovani byly pouzity vysledky kliceni z rameckt
sbiranych po dvanacti mésicich v ptidé. Data byla vyhodnocovana pomoci programu
R3.1 (R Core Team 2015). Pro porovnani kli¢ivosti u kazdého ze Sesti druhti
orchideji na rliznych lokalitdch a lokalitdch rizného staii, byly provedeny dvé série
test.

Nejprve byl testovan vliv faktorialni vysvétlujici proménné komplex (Vojsice,
Hruba Vrbka, Certoryje, Zahrady pod Hajem) pomoci analyzy variance, poté vliv
spojité promeénné stdii pouze na obnovenych loukdch pomoci linearniho modelu.
Vysvétlovany byly (1) klicici — podily kli¢icich semen a protokormt z celkového
mnozstvi semen (pocitano pouze z ramecki se v§emi kvantifikovanymi kategoriemi);
(2) proto/celkem — pocéty ramecku s protokormy vztazené na celkovy pocet ramecku

z mikrostanovisté; (3) proto_mean — pramérné pocty protokormlii na plochu
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(praméry byly spocitany pouze z rameckd s protokormy); (4) size_max — velikosti
nejveétsiho protokormu ziskaného z plochy. Proménné (3) a (4) byly logaritmovany.
Testy (Proto_mean a Size_max) byly provedeny pouze u druhd, které vytvofily
protokormy na vice lokalitach, tj. G. conopsea subsp. conopsea, Orchis militaris a
Neottia ovata. Pokud byl u analyzy variance zaznamenan signifikantni rozdil, byl

nasledné proveden Tukey HSD test pro porovnani komplexd.

3. VYSLEDKY

3.1 Prubéh kliéeni a analyza houbovych symbionti u jednotlivvch druhi.

3.1.1 Anacamptis pyramidalis

Prubéh klic¢eni

Klicici semena A. pyramidalis byla v sitkach nalezena jiz po 7 mésicich v pud¢, pii
druhém odbéru vsak kli¢ivost velmi vyrazné vzrostla (Tab. IV). Kli¢ici semena byla
nalezena ve vSech komplexech 1 plochach, protokormy vsak byly nalezeny jen na
kontrolnich loukach. Fotografie vybranych protokormti nalezenych na zkoumanych
loukach uvadi priloha ¢. 1. Nebyl zjistén statisticky prikazny rozdil v celkové
kli¢ivosti semen mezi komplexy (Tab. V, obr. 5). Pritkkazny rozdil byl nalezen mezi
testovanymi komplexy v podilu rameckd s protokormy (proto/celkem), coz je
zpusobeno vyskytem vét§iho poctu protokormi pouze v NPR Zahrady pod Hajem
(po 12 mésicich) (Tab. V). Nebyla nalezena line4rni zavislost v podilu kli¢icich

semen na staii ploch na obnovenych loukéch (obr. 6, Tab. V).

Tab. IV Kli¢eni semen u druhu Anacamptis pyramidalis. Tabulka zahrnuje vysledky po 7 a 12
mésicich inkubace semen v pudé. Vysvétlivky: Kli¢ici [%] — procentualni zastoupeni kli¢icich semen;
Nekli¢ici [%] — procentualni zastoupeni nekli¢icich semen; Mortalita [%] — procentualni zastoupeni

mrtvych semen.
Komplex klicici neklicici mortalita pocet
[%] [%] [%] protokormt
Délka inkubace v padé 7 12 7 12 7 12 7 12
[mésice]
Vojsické louky 9,7 | 50,2|51,9(20,3| 38,4 | 295 0 0
Hruba Vrbka 8,1 | 454|523 |20,6| 396 | 34,0 0 0
NPR Certoryje 31,4|447136,0|166| 32,7 | 386 | 14 0
NPR Zahr. p. Hajem 249 144,0136,2|19,2 | 38,9 | 36,8 65 56
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Tab. V Vysledky testt vlivu komplexu a szd77 lokality na mnozstvi kli¢icich semen (Kklicici) a celkovy
podil ramecka s protokormy (proto/celkem) po 12 mésicich v pidé u druhu Anacamptis pyramidalis.

Vysvétlujici Vysledky testl rezidualy
DF | Sum | Mean F p DF | Sum | Mean
sq. sq. sq. sq.
komplex | 1 | klicici 3 0,01 | 0,01 04607135 |0,36 |0,01
2 | proto/celkem | 3 0,51 | 0,17 427 10,01 36 1,43 | 0,03
Vysledky testl
stari Mult. R-sq Adj. R-sq F DF p
1 | Klicici 0,01 -0,11 005| 1,8 | 0,82
Komplex (Tukey HSD test) difT RICIORECTE 0
Hruba Vrbka vs. NPR Certoryje -5,55 1,00
Voigické louky vs. NPR Certoryje -2,77 1,00
NPR Zahrady pod Hajem vs. NPR Certoryje 2,33 0,01
Vojsické louky vs. Hruba Vrbka -2,22 1,00
NPR Zahrady pod Hdjem vs. Hruba Vrbka 2,33 0,12
NPR Zahrady pod Hajem vs. Vojsické louky 2,33 0,12

0.5

podil kli¢icich semen
=)
n
|
b
H
)
)
]
]

o

_______

NPR Certoryje Hruba Vrbka

Vojsické louky NPR Zahrady
pod Hajem

Obr. 5 Box and whisker diagram znazortiujici podil klig¢icich semen druhu Anacamptis
pyramidalis na studovanych lokalitich. Cerna tecka: median, box plot: 3. a 1. kvartil,
whiskers: maximalni a minimalni hodnoty bez outlierti, prazdné modré tecky: outliers.

Data po 12 mésicich v ptdé.
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Obr. 6 Diagram znazoriujici podil klic¢icich semen Anacamptis pyramidalis na rtzné
starych obnovenych loukach. Data po 12 mésicich v pudé.

Analvza houbovych symbionti

Mykorhizni struktury v kofenech jsem nenalezl u tii dospélych rostlin. Mykorhizni
houby se podafilo detekovat u jednoho ze Ctyf protokormti a v kofenech dvou
dospélcu ze tii, pficemz byly nalezeny piedevsim houby z Celedi Tulasnellaceae
(Tab. VI). U tietiho dospélce jsem nalezl pouze parazitickou houbu z rodu

Malassezia (Tab. VI).

Tab. VI Druhy hub zjisténé v protokormech a kofenech tii dospélych jedinct druhu Anacamptis
pyramidalis. Tu¢né jsou oznaceny mykorhizni houby, kurzivou jsou pravdépodobni houbovi endofyti.
Vysvétlivky: NPR ZpH - Narodni pfirodni rezervace Zahrady pod Hajem, NPR C - Narodni pfirodni
rezervace Certoryje, OTU - opera¢ni taxonomické jednotky. U protokormii je uvadén podet ramecka,
ze kterych protokormy pochazely.

Stadium Komplex Celed’ oTU Pocet
jedincti/
pocet
ramecki

Protokormy | NPR ZpH | Tulasnellaceae | 15 1/1

Dospélci NPR ZpH | Tulasnellaceae 2
NPR ZpH | Tulasnellaceae 3
NPR ZpH | Tulasnellaceae 8
NPR ZpH | Tulasnellaceae | 14

NPR C Malassezia sp. /

R RR R
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NPR ZpH | Malasseziasp. | / | 1

3.1.2 Gymnadenia conopsea subsp. conopsea

Prubéh kli¢eni

Kli¢ici semena G. conopsea subsp. conopsea byla v sitkach nalezena jiz po 7
mésicich v pudé, pfi druhém odbéru kli¢ivost mirné vzrostla, byl ale zaznamenan
vétsi pocet nalezenych protokormt (Tab. VII). Kli¢ici semena a protokormy byly
nalezeny ve vSech komplexech (Tab. VII). Fotografie vybranych protokormi
nalezenych na zkoumanych loukach uvadi ptiloha ¢. 2. Byl zjistén statisticky
prukazny rozdil v celkové kli¢ivosti mezi komplexy, Tukey HSD test, p < 0,05 (Tab.
VIII., obr. 7), ale také prikazny rozdil mezi testovanymi komplexy V primérném
poctu protokormii na plochu (proto_mean) (Tab.VIIl, obr. 8). Ruzn¢ staré obnovené
louky se v podilu kli¢icich semen nelisily (Tab.V1II obr. 9). Test velikosti nejvétsiho
protokormu ziskané¢ho z plochy (Size_max) vysel neprukazné (Tukey HSD test, p <
0,05; Tab. VIII).

Tab. VII Kli¢eni semen u druhu Gymnadenia conopsea subsp. conopsea. Tabulka zahrnuje sbér po 7
a 12 mésicich v pidé. Vysvétlivky: kli¢ici [%] — procentualni zastoupeni kli¢icich semen; nekli¢ici
[%6] - procentudlni zastoupeni nekli¢icich semen; mortalita [%] — procentualni zastoupeni mrtvych
semen.

Komplex klicici nekli¢ici mortalita pocet
[%0] [%] [%] protokormi
Inkubace v pudé 71127 |12 7|12 7 12

[mésic]

Vojsické louky 358 140,2| 28,7 | 240 | 354 | 349 | 18 91
Hruba Vrbka 34,6 39,4 | 326 | 26,2 | 332 | 331 | 50 126
NPR Certoryje 27,3 31,4 276 | 27,1 | 450 | 41,4 | 38 18
NPR Zahr. p. Hajem | 36,2 | 423 | 22,3 | 332 | 36,9 | 40,0 | 37 39

Tab. VIl Vysledky testi vlivu komplexu a stz lokality na mnozstvi kligicich semen (Klicici),
celkovy podil rameckt s protokormy (proto/celkem), primérné poéty protokormi na plochu
(proto_mean) a velikosti nejvétsiho protokormu ziskaného z plochy (size_max) po 12 mésicich v padé
u druhu Gymnadenia conopsea subsp. conopsea.

Vysvétlujici Vysledky testl rezidualy
DF | Sum Mean F p DF | Sum | Mean
sq. sq. sq. sq.
Komplex | 1 | klicici 3 | 0.09 0.03 49 1001| 34 |0.22| 0.01
2 | proto/celkem | 3 | 0.10 0.03 051067 | 36 | 244 | 0.06
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3 | proto_mean 3 8.58 2.86 3581004 | 14 | 11.1] 0.79
4 | size_max 3 | 0.16 0.05 0.11]0.95| 13 | 6.28 | 0.48
Vysledky testl
Stari Mult. R-sq Adj. R-sq F DF p
1 | klicici 0.01 -0.12 0.03] 1,8 | 0.87
2 | proto/celkem 0.09 -0.01 0.86| 1,8 | 0.38
3 | proto_mean 0.06 -0.09 038 ] 1,6 | 0.55
4 | size_max 0.16 0.01 102| 15 | 0.35
klicici proto_mean
Komplex (Tukey HSD test) diff 0 diff 0
Hruba Vrbka vs. NPR Certoryje 0,09 0,17 1,30 0,21
Vojsické louky vs. NPR Certoryje 0,09 0,16 1,61 0,04
l}lPR thrady pod Hajem vs. NPR -0,04 0.6 1,33 0,14
Certoryje
Vojsické louky vs. Hruba Vrbka 0,01 1,0 0,31 0,96
NPR Zahrady pod Hé4jem vs. Hruba i
Vrbka 0,12 0,03 0,03 0,99
NPR Zahrady pod Hajem vs. Vojsické 012 0,02 028 0,96
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Obr. 7 Box and whisker diagram znazoriiujici podil kli¢icich semen druhu Gymnadenia
conopsea subsp. conopsea na studovanych lokalitach. Vysvétlivky: Cerna te¢ka: median, box
plot: 3. a 1. kvartil, whiskers: maximalni a minimalni hodnoty bez outlierti, prazdné modré
tecky: outliers. Data po 12 mésicich v pude.
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Obr. 8 Box and whisker diagram znazornujici pocty nalezenych protokormi Gymnadenia

conopsea subsp. conopsea na obnovenych loukach a kontrolnich loukach. Data po 12
mésicich v pudé.
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Obr. 9 Diagram znazortiuji podil kli¢icich semen Gymnadenia conopsea subsp. conopsea na
rizné starych obnovenych loukach. Data po 12 mésicich v padé.
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Analvza houbovych symbionta

U druhu G. conopsea subsp. conopsea bylo celkem analyzovano Sest protokormu a
kofeny ze tfi dospélych jedinci. Mykorhizni houby byly detekovany u dvou
protokormti a dvou dospélci, pii¢emz byly nalezeny 3 rizné Tulasnellaceaec OTU ve
dvou analyzovanych protokormech a dvou dospélcich (Tab. IX). U tietiho jedince

jsem nalezl pouze parazitické houby z rodu Malassezia a Pleosporales.

Tab. IX Druhy hub zjisténé v protokormech a kotenech tii dospélych jedincu u druhu Gymnadenia
conopsea subsp. conopsea. Tuéné jsou oznaCeny mykorhizni houby, kurzivou jsou pravdépodobni
houbovi endofyti. Vysvétlivky: NPR ZpH - Narodni ptirodni rezervace Zahrady pod Hajem, NPR C -
Narodni ptirodni rezervace Certoryje, VL — Vojsické louky, HV - Hruba Vrbka, OTU — opera¢ni
taxonomické jednotky. U protokormt je uvadén pocet rameck, ze kterych protokormy pochazi.

Stadium Komplex | Plocha Celed’ OTU | Pocet jedinctl/
pocet rameckl
Protokormy VL 1 Tulasnellaceae 2 1/1
HV 8 Tulasnellaceae 2 1/1
Dospélci NPR C / Tulasnellaceae 4 1
NPR ZpH / Tulasnellaceae 10 1
NPR ZpH / Pleosporales sp. / 1
NPR ZpH / Malassezia sp. / 1

3.1.3 Orchis militaris

Priubéh klic¢eni

Kli¢ici semena O. militaris byla v sitkach nalezena jiz po 7 mésicich v pudé, pti
druhém odbéru se kli¢ivost mirné zvysila, byl také zaznamenan vyrazné vétsi pocet
nalezenych protokormii po dvanacti mésicich v pudé (Tab. X). Kli¢ici semena byla
nalezena ve vSech komplexech i plochach, protokormy byly nalezeny jen na
kontrolnich loukédch (Tab X). Fotografie vybranych protokormti nalezenych na
zkoumanych loukéach uvadi ptiloha ¢. 3. Byl zjistén statisticky prukazny rozdil v
celkové klicivosti mezi komplexy (Tab. XI., obr. 10), ale také prikazny rozdil mezi
testovanymi komplexy v podilu rameckii s protokormy (proto/celkem)(Tab. XI, obr.
11). Test velikosti nejvétsiho protokormu ziskaného z plochy (size_max) vysel
neprikkazné (Tab. Xl). Riizné staré obnovené louky se v podilu kli¢icich semen

nelisily (obr. 12).
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Tab. X: Kli¢eni semen u druhu Orchis militaris. Tabulka zahrnuje sbér po 7 a 12 mésicich v padé.

svétlivky: kli¢ici [%] — procentualni zastoupeni kli¢icich semen; nekli¢ici [%] — procentudlni
V tlivky: Kkl % tual t kl h kl % tual

zastoupeni nekli¢icich semen; mortalita [%6] — procentualni zastoupeni mrtvych semen.

Komplex kli¢ici [%] | nekli¢ici [%] mortalita pocet
[%0] protokormi
Inkubace v pudé 7 12 7 12 7 12 7 12

[mésic]

Vojsické louky 136 | 22,6 (451 | 38,0 | 41,3 | 39,4 0 0
Hrubé Vrba 20,3 (33,3|435| 30,4 | 36,2 | 36,3 0 0
NPR Certoryje 20,1 | 30,0 |414| 26,7 | 385 | 433 | 3 18
NPR Zahr. p. Hgjjem | 20,5 (21,2 37,3 | 29,2 | 42,1 | 49,6 12 169

Tab. XI: Vysledky testt vlivu komplexu a sta7i lokality na mnozstvi kli¢icich semen (Klicici), celkovy
podil rame¢kl s protokormy (proto/celkem), primérné poéty protokormi na plochu (proto_mean) a
velikosti nejvétsiho protokormu ziskaného z plochy (size_max) u druhu Orchis militaris.

Vysvétlujici Vysledky testl rezidualy
DF | Sum Mean F p DF | Sum | Mean
sq. sq. sq. sq.
Komplex |1 | klicici 3 0.10 |0.03 2.8810.04 |35 |[042 |0.01
2 | proto/celkem | 3 1.32 | 0.44 3411002 |36 |[4.66 |0.12
3 | proto_mean |1 3.64 | 3.66 452 10.05|12 |9.67 |0.80
4 | size_max 1 0.01 |0.01 0.01/0.93|9 1.90 | 0.21
Vysledky testl
Stari Mult. R-sq Adj. R-sq F DF p
1 ‘ klicici 0.01 0.12 0.03] 1,8 | 0.85
Komplex (Tukey HSD test) diﬁk“CICI 0 difrl):roto_celkemp
Hruba Vrbka vs. NPR Cvertoryj € 0,04 0,92 -2,33 0,60
Vojsické louky vs. NPR Certoryje -0,07 0,58 -2,33 0,60
NPR Zahrady pod Héjem vs. NPR 0,09 0,09 2.33 0,30
Certoryje
Vojsické louky vs. Hruba Vrbka -0,10 0,42 -6,66 1,00
NPR Zahrady pod H4jem vs. Hruba 013 011 4.66 0,07
Vrbka
NPR Zahrady polcgliayem vs. Vojsické 002 0.96 4.66 0,07
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Obr. 10 Box and whisker diagram znazornujici podil kli¢icich semen druhu Orchis militaris na
studovanych lokalitich. Vysvétlivky: Cerna tetka: median, box plot: 3. a 1. kvartil, whiskers:
maximalni a minimalni hodnoty bez outlierQ, prazdné modré tecky: outliers. Data po 12 mésicich

v pude.
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Obr. 11 Box and whisker diagram znazoriiuji po¢ty nalezenych protokormt Orchis militaris
na obnovenych a kontrolnich loukach. Data po 12 mésicich v pudé.
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Obr. 12 Diagram znazorfiuji podil kli¢icich semen Orchis militaris na rizné starych
obnovenych loukach. Data po 12 mésicich v ptude¢.

Analvza houbovych symbiontu

Mykorhizni houby byly detekovany u tii protokormi a u jednoho dospé€lce, pti¢emz
v protokormech byly nalezeny pouze Sebacinaceae OTU. Naopak v jednom dospélci

jsem nalezel dvé Tulasnellaceae OTU zaroven (Tab. XII).

Tab. XIlI Druhy hub zjisténé v protokormech a kofenech tii dospélych jedincti u druhu Orchis
militaris. Tu¢né jsou oznaceny mykorhizni houby, kurzivou jsou pravdépodobni houbovi endofyti.
Vysvétlivky: NPR ZpH — Narodni pfirodni rezervace Zahrady pod Hajem, NPR C - Narodni pfirodni
rezervace Certoryje, OTU — operaéni taxonomické jednotky. U protokormi je uvadén pocet ramecka,
ze kterych protokormy pochazi.

Stadium Komplex Celed’ OTU | Pocet jedincti/
pocet rameck
Protokormy NPR C Sebacinaceae 16 1/1
NPR C Sebacinaceae 17 2/1
Dospélci NPR ZpH Tulasnellaceae 11 1
NPR ZpH Tulasnellaceae 12 1
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3.1.4 Traunsteinera globosa

Priabéh klic¢eni

Klicici semena T. globosa byla v sitkach nalezena jiz po 7 mésicich v pudé, pii
druhém odbéru se kli¢ivost mirné zvysila (Tab. XIII). Kli¢ici semena byla nalezena
ve vSech komplexech i plochach. Protokormy byly nalezeny pouze na kontrolnich
loukach (Tab. XIII). Fotografie vybranych protokormt nalezenych na zkoumanych
loukéch uvadi ptiloha €. 4. Byl zjiStén statisticky prukazny rozdil v celkové kliCivosti
mezi komplexy (Tab. XIV, obr. 13), rozdil mezi testovanymi komplexy v podilu
ramecka s protokormy (proto/celkem) vsak zjistén nebyl (Tab. XIV). Ruzné staré

obnovené louky se v podilu kli¢icich semen nelisily (obr. 14, Tab XIV).

Tab. XIII.: Kli¢eni semen u druhu Traunsteinera globosa. Tabulka zahrnuje sbér po 7 a 12 mésicich v
pudé. Vysvétlivky: kli¢ici [%] — procentualni zastoupeni kli¢icich semen; nekli¢ici [%] — procentualni
zastoupeni nekli¢icich semen; mortalita [%] — procentualni zastoupeni mrtvych semen.

Komplex kli¢ici neklicici mortalita pocet
[%] [%0] [%] protokormi
Inkubace v pudée 7 12 7 12 7 12 7 12
[mésic]

Vojsické louky 6,9 125|516 | 495 | 415 | 381 0 0
Hruba Vrbka 16 |10,3|60,0| 52,2 | 385 | 37,5 0 0
NPR Certoryje 15,4 | 18,0 | 46,2 | 31,0 | 384 | 510 | 8 7
NPR Zahr. p. Hjjem | 15,3 | 24,4 416 | 37,0 | 43,1 | 38,6 0 13

Tab. XIV.: Vysledky testt vlivu komplexu a stdi4 lokality na mnozstvi kli¢icich semen (klicici) (+
Tukey HSD test) a celkovy podil rAme¢ka s protokormy (proto/celkem), po 12 mésicich v padé u
druhu Traunsteinera globosa.

Vysvétlujici Vysledky testt rezidudly
DF | Sum Mean F p DF | Sum | Mean
sq. sq. sg. | sQ.
Komplex |1 | Klicici 3 0.11 |0.03 3.390.0234 |0.36|0.01
2 | proto/celkem | 3 0.06 |0.02 06 |061]36 |1.33]0.03
Vysledky testt
Stari Mult. R-sq Adj. R-sq F DF p
1| Klicici 0.01 -0.121 [ 0.02| 1,8 | 0.87
klicici
Kompl(ix (Tukey HSD test) difF D
Hruba Vrbka vs. NPR Cegtoryje -0,07 0,45
Vojsické louky vs. NPR Certoryje -0,05 0,70
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NPR Zahrady pod Hajem vs. NPR Certoryje 0,07 0,30
Vojsické louky vs. Hruba Vrbka 0,02 0,98
NPR Zahrady pod Hdjem vs. Hruba Vrbka 0,14 0,04
NPR Zahrady pod Héajem vs. Vojsické louky \ 0,12 0,11
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Obr. 13 Box and whisker diagram znazoriujici podil kli¢icich semen druhu Traunsteinera
globosa na studovanych lokalitach. Vysvétlivky: Cerna te¢ka: median, box plot: 3. a 1.
kvartil, whiskers: maximalni a minimalni hodnoty bez outlierd, prazdné modré tecky:
outliers. Data po 12 mésicich v padé.
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Obr. 14 Diagram znéazortiuji podil kli¢icich semen Traunsteinera globosa na rizné
starych obnovenych loukach. Data po 12 mésicich v pude¢.

Analvza houbovych symbiontu

U druhu T. globosa byly celkem analyzovany tii protokormy a koteny z péti
dospélych jedincii. Mykorhizni houby byly detekovany u vSech tii protokormu (Tab.
XV). U péti dospélych jedinct jsem zjistil pouze houbové endofyty a pravdépodobné
rostlinné patogeny, mykorhizni houby se detekovat nepodafilo (Tab. XV).

Tab. XV Druhy hub zji§téné v protokormech a kofenech tfi dospélych jedinca u druhu Traunsteinera
globosa. Tu¢né jsou oznaeny mykorhizni houby, kurzivou jsou pravdépodobni houbovi endofyti.
Vysvétlivky: NPR ZpH — Narodni pfirodni rezervace Zahrady pod Hajem, NPR C — Narodni pfirodni
rezrvace Certoryje, OTU — operaéni taxonomické jednotky. U protokormil je uvadén podet rameckai,
ze kterych protokormy pochazi.

Stadium Komplex Celed OTU | Pocet jedinct/
pocet ramecku
Protokormy | NPR ZpH Tulasnellaceae 5 3/1
NPR ZpH Sebacinaceae 5 1/1
NPR ZpH Pyrenochaeta sp. / 2/1
NPR ZpH Alternaria sp. / 1/1
Dospélci NPR C Mortierella sp. / 1
NPR ZpH Malassezia sp. / 2
NPR ZpH Ilyonectria sp. / 1
NPR C Ascochyta sp. / 1
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3.1.5 Neottia ovata
Prubéh kli¢eni

Klic¢ici semena N. ovata byla v sitkach nalezena jiz po 7 mésicich v padé¢, pfi druhém
odbéru se kliivost mirn¢ zvysila, byl také zaznamenan vétsi pocet nalezenych
protokormu (Tab. XVI). Kli¢ici semena a protokormy byly nalezeny ve vSech
komplexech i plochach (Tab. XVI). Fotografie vybranych protokormii nalezenych na
zkoumanych loukach wuvadi pfiloha ¢. 5. Komplexy se neliSily v zddném
z testovanych parametra (Tab. XVII., obr. 15). Podobné, riizné staré obnovené louky

se V podilu kli¢icich semen rovnéz nelisily (obr. 16).
Tab. XVI: Kli¢eni semen u druhu Neottia ovata. Tabulka zahrnuje sbér po 7 a 12 mésicich v pudeé.
Vysvétlivky: kli¢ici [%] — procentudlni zastoupeni klicicich semen; nekli€ici [%] — procentudlni

zastoupeni nekli¢icich semen; mortalita [%] — procentualni zastoupeni mrtvych semen

Komplex kli¢ici neklicici mortalita pocet

[%] [%0] [%] protokormi

Inkubace v ptidé 7 12 7 12 7 12 7 12

[mésic]

Vojsické louky 6,3 | 185|520 | 439 | 416 | 36,6 13 81
Hruba Vrba 8,7 | 24,7 |53,7| 36,0 | 37,6 | 37,8 12 127

NPR Certoryje 17,6 | 19,7 | 46,7 | 26,2 | 35,7 | 54,1 0 1
NPR Zahr. p. Hijjem | 10,9 | 24,7 | 49,7 | 23,0 | 39,3 | 52,4 9 35

Tab. XVII Vysledky testd vlivu komplexu a stz lokality na mnozstvi kli¢icich semen (klicici),
celkovy podil rameckt s protokormy (proto/celkem), primérné pocty protokormit na plochu
(proto_mean) a velikosti nejvétsiho protokormu ziskaného z plochy (Size_max) po 12 mésicich v padé
u druhu Neottia ovata.

Vysvétlujici Vysledky testt rezidudly

DF | Sum Mean F p DF | Sum | Mean

sg. sg. sq. sq.
Komplex |1 | klicici 3 | 0.02 0.01 1451024 | 35 |0.21 | 0.01
2 | proto/celkem | 3 | 0.38 0.12 2221010 36 |2.05| 0.05
3 | proto_mean 3 | 5.89 1.96 278 1009 | 10 | 7.04 | 0.70
4 | size_max 2 | 0.17 0.08 039069 6 |132]| 0.22

Vysledky testl

Stari Mult. R-sq Adj. R-sq F DF p
1 | Klicici 0.12 0.01 1.10| 1,8 | 0.32
2 | proto/celkem 0.1631 0.0 1551 1,8 | 024
3 | proto_mean 0.10 -0.06 0.61] 1,5 | 0.46
4 | size_max 0.53 0.38 346 | 1,3 | 0.15
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Obr. 15 Box and whisker diagram znazornujici podil kli¢icich semen druhu Neottia ovata na
studovanych lokalitich. Vysvétlivky: Cerna te¢ka: median, box plot: 3. a 1. kvartil,
whiskers: maximalni a minimalni hodnoty bez outlierti, prazdné modré tecky: outliers. Data
po 12 mésicich v padé.
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Obr. 16 Diagram znazoriuji podil kli¢icich semen Neottia ovata na rizné starych
obnovenych loukach. Data po 12 mésicich v pudé
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Analvza houbovych symbionta

Mykorhizni houby byly detekovany u Sesti protokormd z osmi, pficemz byly
nalezeny tii Tulasnellaceaec OTU a jediné Sebacinaceaec OTU. Tyto protokormy
pochazely z obou komplexi obnovenych Iuk (Tab. XVIII). U zbylych dvou
protokormu z komplexu piirozenych luk byly zjistény houbovi endofyti Piloderma a

Corticiaceae sp.

Tab. XVIII. Druhy hub zjisténé v protokormech a kofenech tii dospélych jedinc u druhu Neottia
ovata. Tucné jsou oznaCeny mykorhizni houby, kurzivou jsou pravdépodobni houbovi endofyti.
Vysvétlivky: NPR ZpH - Narodni pfirodni rezervace Zahrady pod Hajem, NPR C - Narodni pfirodni
rezervace Certoryje, VL — Vojsické louky, HV — Hruba Vrbka, OTU - operaéni taxonomické
jednotky. U protokormu je uvadén pocet rameck, ze kterych protokormy pochazi.

Stadium Komplex Plocha Celed’ OTU | Poget jedinct)/
pocet ramecku

Protokormy HV 7 Tulasnellaceae 1 1/1

VL 1 Tulasnellaceae 2 1/1

HV 7 Tulasnellaceae | 13 1/1

HV 7 Sebacinaceae 19 3/1

VL 1 Sebacinaceae 19 2/1

NPR ZpH / Piloderma sp. / 1/1

NPR ZpH / Corticiaceae sp. / 1/1

3.1.6 Platanthera bifolia

Kli¢ici semena P. bifolia byla v sitkach nalezena jiz po 7 mésicich v padé¢, pfi
druhém odbéru se kli¢ivost mirné zvysila (Tab. X1X). Kli¢ici semena byla nalezena
ve vSech komplexech i plochach, protokormy pouze na obnovenych loukach a v NPR
Zahrady pod Héjem. Fotografie vybranych protokormi nalezenych na zkoumanych
loukach uvadi ptiloha €. 6. Byl zjiStén statisticky priikazny rozdil v celkové kli¢ivosti
mezi komplexy (Tab. XX, obr. 17). Nebyl zjistén prikazny rozdil mezi testovanymi
komplexy v podilu rameckia s protokormy (proto/celkem)(Tab. XX). Razné staré

obnovené louky se v podilu kli¢icich semen nelisily (obr. 18).

Tab. XIX Kli¢eni semen u druhu Platanthera bifolia. Tabulka zahrnuje sbér po 7 a 12 mésicich v
pude. Vysvétlivky: klicici [%] — procentudlni zastoupeni kliicich semen; neklifici [%] —
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procentualni zastoupeni nekli¢icich semen; Mortalita [%] — procentudlni zastoupeni mrtvych

semen.
Komplex kli¢ici nekli¢ici mortalita pocet

[%] [%] [%0] protokormi

Inkubace v ptidé 7 12 7 12 7 12 7 12

[mésic]

Vojsické louky 9,7 | 14,0 | 455 | 452 | 44,9 | 40,7 1 0

Hruba Vrbka 40 | 54 | 557 | 584 | 40,3 | 36,1 0 5

NPR Certoryje 16,2 | 25,4 42,0 | 350 | 41,9 | 396 | O 0

NPR Zahr. p. Hajem | 11,7 | 14,6 | 47,0 | 359 | 42,3 | 49,5 1 43

Tab. XX. Vysledky testti vlivu komplexu a stdri lokality na mnozstvi kli¢icich semen (klicici) a
celkovy podil rameckd s protokormy (proto/celkem) po 12 mésicich v pudé u druhu Platanthera

bifolia.
Vysvétlujici Vysledky testl rezidualy
DF | Sum Mean F p DF | Sum | Mean

sq. sq. sq. | sq.

Komplex |1 | klicici 3 0.18 | 0.06 895/0.01(35 |[0.240.01

2 | proto/celkem | 3 1.00 |0.33 540|0.01 |36 |223|0.06

Vysledky testl
Start Mult. R-sq Adj. R-sq F DF p
1 ‘ klicici 0.09 -0.02 0.80 | 1,8 |0.39
Komplex (Tukey HSD test) diif(f“C'C'p diffproto_celkem b

Hruba Vrbka vs. NPR Ce}”toryje -0,19 | 0,01 0,03 0,99
Vojsické louky vs. NPR Certoryje _ -0,11 | 0,06 0,00 1,00
NPR Zahrady pod H4jem vs. NPR Certoryje | -0,11 | 0,01 0,33 0,01
Vojsické louky vs. Hruba Vrbka 0,08 | 0,37 -0,33 0,99
NPR Zahrady pod Hajem vs. Hruba Vrbka 0,08 | 0,21 0,30 0,11
NPR Zahrady pod H4jem vs. Vojsické louky | 0,08 | 1,00 0,33 0,06
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Obr. 17 Box and whisker diagram znazorijici podil kli¢icich semen druhu Platanthera
bifolia na studovanych lokalitich. Vysvétlivky: Cerna te¢ka: median, box plot: 3. a 1.
kvartil, whiskers: maximalni a minimalni hodnoty bez outlier, prazdné modré tecky:

outliers. Data po 12 mésicich v pidé.
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Obr. 18 Diagram znazorfiuji podil kli¢icich semen Platanthera bifolia na
obnovenych loukach. Data po 12 mésicich v padé.
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Analvza houbovych symbionti

U druhu P. bifolia bylo celkem analyzovano Sest protokormi a kofeny z péti
dospélych jedincti z komplexti pfirozenych luk. Stejné mykorhizni houby byly
detekovany jak u ¢ty protokormu, tak u jednoho dospé€lého jedince (Tulasnellaceae
OTU2; Tab. XXI). U zbylych ¢tyit dospélych jedincti byli zjisténi houbovi endofyti
(Tab. XXI).

Tab. XXI. Druhy hub zji§téné v protokormech a kotfenech tii dospélych jedincu u druhu Platanthera
bifolia. Tuéné jsou oznafeny mykorhizni houby, kurzivou jsou pravdépodobni houbovi endofyti.
Vysvétlivky: NPR ZpH - Narodni piirodni rezervace Zahrady pod Hajem, NPR C - Narodni ptirodni
rezervace Certoryje, OTU — operaéni taxonomické jednotky. U protokormi je uvadén pocet ramecki,
ze kterych protokormy pochazi.

Stadium Komplex Celed’ OTU | Pocet jedincti/
pocet ramecku
Protokormy | NPR ZpH Tulasnellaceae 2 4/4
Dospélci NPR C Tulasnellaceae 2 1
NPR C Lycoperdon sp. / 1
NPR C Malassezia sp. / 1
NPR ZpH Malassezia sp. / 1
NPR C Epicoccum sp. / 1
NPR ZpH Chytridiales / 1
4. DISKUZE

4.1 Pribéh kliceni na obnovenvch a kontrolnich loukach

Ve své diplomové praci jsem se zabyval kli¢ivosti Sesti druht orchideji (Gymnadenia
conopsea subsp. conopsea, Anacamptis pyramidalis, Neottia ovata, Platanthera
bifolia, Orchis militaris a Traunsteinera globosa), které byly zasazeny do pudy na
podzim roku 2013. V roce 2014 (jaro a podzim) byly ramecky vytaZzeny z pudy a
zkontrolovany. U vSech druhli bylo zjisténo pocatecni stddium kli¢eni (nabobtnalé
embryo s rhizoidy), a to na obnovenych i kontrolnich loukach. Pokrocilé stddium
kliceni (mykorhizni stav semene neboli protokorm) bylo na obnovenych loukéach
zaznamenano jen u tfi druht (G. conopsea subsp. conopsea, N. ovata, P.bifolia), na
kontrolnich plochach byly protokormy zaznamendny u vSech studovanych druhd.

Z celkového hlediska se podil klic¢icich semen neliSil mezi obnovenymi a
kontrolnimi loukami, pouze u nékterych druht orchideji bylo zaznamenano prikazné

vetsi mnozstvi kli¢icich semen, a to bud’ na kontrolni louce NPR Zahrady pod
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Héjem, nebo v NPR Certoryje. Co se tyée podilu ramecki s piitomnosti protokormi
a jejich primérného poctu na plochu lze ftici, Ze protokormy se s vétsi
pravdépodobnosti vyskytovaly v rameccich na kontrolnich plochach (pfedevsim
NPR Zahrady pod Hajem u druha A. pyramidalis, O. militaris, P. bifolia), pouze
druh G. conopsea mé¢l prukazné vétsi primérny pocet protokormti na plochu na
obnovenych loukach.

Bylo zjisténo, ze pouze dva druhy orchideji (G. conopsea a N. ovata) tvoftily
na obnovenych loukach ve vétsi mife semenacky ve fazi protokormu. Z rozsiieni
téchto druht v CHKO Bilé Karpaty vime, Ze to jsou velmi casté druhy kvétnatych
luk oproti ostatnim druhtim — P. bifolia, O. militaris, T. globosa, které¢ se v Bilych
Karpatech vyskytuji roztrousené, nebo druh A. pyramidalis, ktery se vyskytuje pouze
Pechanec, 2006).

Kli¢ivost semen a pocet vytvotfenych protokormut v této studii byl vyrazné
vyss§i neZ v mé bakalaiské praci (inkubace semen v pudé obnovenych luk v letech
2010 a 2011), kdy vyraznéji kli¢ily pouze dva druhy A. pyramidalis a G. conopsea,
avsak témer bez ptitomnosti protokormi (byly nalezeny pouze dva protokormy u A.
pyramidalis). Ostatni druhy tehdy kli¢ily velmi malo (P. bifolia a O. militaris) nebo
vibec (T. globosa a N. ovata) (Suchacek, 2013). Moznych divodt tohoto rozdilu je
vice. Semena vSech druhli sazenych v roce 2010 méla vyrazné hors$i Zivotaschopnost
semen. Pii kli¢eni semen vysetych v roce 2014 jsem vsak zadny vyrazny pokles
zivotaschopnosti semen nezaznamenal. Dalsim divodem mize byt obdobi zasazeni
rameckll do pidy. V roce 2010 byla semena sazena do piidy aZ koncem listopadu
zatimco semena z roku 2014 byla vysazena uz v pulce fijna, tudiz byla skladovéana
kratsi dobu.

Obnovené a kontrolni louky se pohledové liSily strukturou ptdy. Na
obnovenych loukach byla ptada spiSe hutnéj§i oproti pidé na piirozenych
stanovistich, ktera se zdala spiSe drolivejsi, propustnéjsi (tento faktor je vSak pouze
vypozorovany z odbérii rAmeckl z plidy — neni potvrzen rozborem pudy). Wright et
al., 2007 zjistili, ze struktura pudy siln¢ ovliviiuje schopnost semen dostat se do
pozadované hloubky a tim, Gspésné vyklicit; ¢i miize ovliviiovat Sifeni houbovych
mycelii (Otten et al., 2001).

DalSim faktorem limitujicim kli¢eni na obnovenych loukédch muize byt vlhkost

pudy. Pii odbéru rameckll na obnovenych loukdch byly sitky se semeny vyrazné
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sussi oproti ramecklim z ptirozenych stanovist, kde byly ramecky mnohem vlhéi. Z
literatury vime, Ze teplota a vlhkost jsou jedny z klicovych faktord pii klieni
orchidejovych semen. Béhem sezony se tyto faktory méni, tim vznikéd pouze kratky
Casovy usek mezi zranim semen a ztratou zivotaschopnosti, kdy mohou rostliny
vykli¢it (Batty et al., 2001). Neni také znamo, zdali ma vlhkost neptimy vliv na
kli¢eni semen nebo ptimy vliv na symbiotickou houbu (Scott & Carey, 2002; Diez,
2007).

Faktory ovliviujici kli¢eni semen nemusi mit pouze abioticky charakter. Na
obnovenych loukach bylo v malé mife (9 siték) zjiSténa pfitomnost predatord, kteti
pozirali semena orchideji. Tento faktor miize v pfirozenych podminkéch ovliviiovat
kliceni semen — v mém pokusu byla semena alespont ¢astecné chranéna sit'ovinou,
tim byla zajiSténa nepfistupnost predatorti vetSich nez 42 pm (primér oka na
sitoving). V pfirozenych podminkach, tak predatofi ¢i parazité rostlin nebo hub
mizou mit vliv na kli¢eni semen (McCormick et al., 2013).

Struktura pidy, vlhkost ¢i predatofi a paraziti mohou limitovat kliceni
orchideji na obnovenych loukéach v Bilych Karpatech.

Studii zabyvajicich se klicenim vstavacovitych rostlin na obnovenych lu¢nich
spolecenstvech nebylo dosud mnoho publikovano. EXistuje prace De Herta et al.,
(2012), ve které zkoumali tfi druhy vstavacovitych rostlin (Dactylorhiza
praetermissa, D. fuchsii, Herminium monorchis) na obnovenych dunach. Autofi
zjistili, ze tyto druhy na obnovenych plochach kli¢i a dokonce tvofi i mykorhizni stav
semen (protokorm), a to i na stanovistich bez vyskytu dospélych jedinci. Studie
pochazejici ze severovychodniho Estonska se zabyvala identifikaci houbovych
symbionti orchideji (Epipactis atrorubens, Orchis militaris, Dactylorhiza baltica) v
téZzbou narusenych bfidlocovych dolech (Shefferson et al., 2008). Srovnavali
houbové symbionty na antropogenné naruSenych mistech a ptirozenych stanovistich
vyskytu. Zjistili, Ze orchideoidni mykorhizni houby se vyskytuji i na mistech
bezprostiedné po téZbe.

Z vyse uvedeného je patrné, Ze se vstavacovité rostliny mohou vyskytovat i
na mistech naruSenych antropogennimi vlivy a pokud to podminky stanovisté a

pfisun semen dovoluji, tak narusené plochy rychle kolonizuji.
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4.2 Prubéh kliceni na obnovenych loukach rizného stari

Béhem pokusu nebyly zaznamenany rozdily v pribéhu kliceni a v mnozstvi
vytvofenych protokormi mezi obnovenymi loukami rtzného staii u zadného ze
zkoumanych druhii. Protoze semena vstavacovitych rostlin potfebuji k uspéSnému
vykli¢eni pfitomnost mykorhiznich hub (Gryndler, 2004), zda se, ze vhodné
mykorhizni houby musi byt na obnovenych loukach pfitomné jiz kratce po
rekultivaci orné pudy.

Bylo by =zajimavé se v budoucnu zaméfit na prozkoumani diverzity
orchideoidnich hub na rtizn¢ starych obnovenych loukdch pomoci modernich
molekularnich metod (sekvenovani nové generace, Real-time PCR) a tim zjistit zda
se lisi spektrum a abundance mykorhiznich hub na rizné starych obnovenych

loukach.

4.3 Mvykorhizni asociace studovanych druhu

Druhy A. pyramidalis, G. conopsea a P. bifolia pfevazné tvotily mykorhizni
symbidzu s houbami ¢eledi Tulasnellaceae. Druhy O. militaris, T. globosa a N. ovata
tvofily symbidzu pievazné s houbami Celedi Tulasnellaceae i Sebacinaceae. Tato
skutecnost odpovida poznatkim z dostupnych studii na stejnych ¢i ptibuznych
druzich orchideji: Anacamptis laxiflora — Tulasnellaceae, Ceratobasidiaceae
(Girlanda et al., 2011), Anacamptis morio — Tulasnellaceae, Ceratobasidiaceae
(Jacquemyn et al., 2012), Gymnadenia conopsea — Tulasnellaceae a
Ceratobasidiaceae, Pezizales (Peziza, Terfezia, Morchella, Geopyxis, Wilcoxina),
Lyophyllaceae, Serpulaceae a Hymenochaetaceae) (T¢sitelova et al., 2013), Orchis
mascula — Tulasnellaceae (Jacquemyn et al., 2012), Neottia ovata — Sebacinales
(dominantni skupina), Tulanellaceae a Ceratobasidiaceae (Kotilinek et al., 2015),
Russulaceae, Thelephoraceae, Atheliaceae (Té&sitelova et al., 2015), Platanthera
bifolia — Ceratobasidiaceae, Thanatephorus, Tulasnellaceae, Sebacinaceae (Filipello,
et al., 1985), Leptodontidium orchidicola (Rasmussen, 1995).

Z vyse uvedenych studii je patrné, ze u mych vzorkd nebyly zanamenany
houby ze skupiny Ceratobasidiaceae, tuto skutecnost pfisuzuji malému poctu

analyzovanych vzorki.
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5. ZAVER

Vysledky diplomové prace, které jsou zalozené na sledovani kli¢ivost Sesti druht
orchideji (Gymnadenia conopsea subsp. conopsea, Anacamptis pyramidalis, Neottia
ovata, Platanthera bifolia Orchis militaris a Traunsteinera globosa) na 10
obnovenych loukdch v CHKO Bil¢ Karpaty (Mala Vrbka - Vojsické louky a Hruba
Vrbka) a dvou kontrolnich loukich (NPR Certoryje a NPR Zahrady pod Hajem),

naznacuji, ze vétsina druhi ma potencial se uchytit na obnovenych loukach.

e U vsech druhi bylo zjisténo pocatecni stddium kliceni (nabobtnalé embryo s

rhizoidy), a to na obnovenych loukach 1 kontrolnich loukéch.

e Pokro¢ilé stadium kli¢eni (mykorhizni stav semene - protokorm) bylo na
obnovenych loukach zaznamendno u tfi druhit (GC, NO, PB), na kontrolnich
plochach byly protokormy zaznamenany u vSech druhti (AP, GC, NO, OMi, TG,
PB).

e Bcéhem analyz byly zjiStény jako dominantni mykorhizni druhy hub u druhu AP,
GC, PB houby z ¢eledi Tulasnellaceae. U druhit OMi, TG, NO to byly kromé
hub z ¢eledi Tulasnellaceae také zastupci z Celed¢ Sebacinaceae. Zaroven bylo

také zjisténo velké mnozstvi endofytickych nemykorhiznich hub.

Dalsi vyzkum by bylo vhodné smérovat k analyzam DNA houbovych symbionti z
pudnich vzorkl v blizkosti rameckl se semeny a tim potvrdit ¢i vyvratit pfitomnost
symbiotickych hub na cilovych lokalitach. Rovnéz by bylo vhodné v pribéhu sezony
meéftit fyzikalni vlastnosti prostfedi (odbéry pud, méfeni vlhkosti, teploty apod.).
Timto pfistupem bychom mohli objasnit absenci kliceni a tvorbu protokormii na

loukach, kde semena kli¢ila malo nebo zde netvotila zadné protokormy.
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7. PRILOHY

Piiloha 1. Pichled nalezenych protokormt u druhu Anacamptis pyramidalis.
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Priloha 2. Piehled ¢asti nalezenych protokormt u druhu Gymandenia conopsea.
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Priloha 3. Pichled nalezenych protokormti u druhu Orchis militaris
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Priloha 4. Piehled nalezenych protokormi u druhu Traunsteinera globosa.




Priloha 5. Pichled nalezenych protokormii u druhu Neottia ovata.
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Priloha 6. Piehled nalezenych protokormi u druhu Platanthera bifolia.
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