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1. Literarni reSerse

1.1 Uvod

Orchideje jsou bezpochyby jednou z nejohrozengjsich skupin rostlin na svété (Fay, 2018).
Zranitelnost orchideji vychazi jak z velmi slozitého vyvojového cyklu, tak z vysoce
specializovanych vztaha s opylovaéi, ¢i mykorhiznimi houbami, které jsou pro orchideje
nezbytné nutné k pieziti (Rasmussen a Rasmussen, 2014). Studium orchideoidni mykorhizy
nam muze poskytnout dulezité informace pro ochranu a obnovu orchidejovych populaci
nejenom v Ceské republice. V sou¢asné dobé viak existuje pouze malé mnozstvi védeckych
studii, které zkoumaji specificitu mykorhiznich hub orchideji v laboratornim i pfirozeném

prostiedi.

Cilem této literarni reSerSe je poskytnout ptehled soucasného poznani v oblasti
orchideoidni mykorhizy terestrickych druht orchideji a porovnat miru specificity

mykorhiznich hub v laboratornich a ptirozenych podminkéch.

1.2. Celed’ Orchidaceae a jeji ochrana

Celed Orchidaceae je jednou z nejvétsich a nejdiverzifikovangjsich skupin
krytosemennych rostlin na svété. Poéet druhti této Celedi je odhadovan na 28 000 druhd
(Fay, 2018), coz je vice nez 40% z celkového poctu jednodéloznych rostlin a 10% z celkového
poétu vSech krytosemennych rostlin (Rasmussen a Rasmussen, 2014). Orchideje jsou
prastarou skupinou, ktera se podle fosilnich zaznamt vyvinula zhruba pted 65 miliony let
(Ramirez et al., 2007). Soucasné fylogenetické studie dale potvrzuji monofyleticnost orchideji

a stavi je jako sesterské ostatnim Asparagales (Chase, 2004; Rasmussen a Rasmussen, 2014).

| pfes obrovskou diverzitu orchideji lze skupinu charakterizovat né¢kolika zakladnimi
znaky: spodnim semenikem, zygomorfnimi kvéty a redukovanymi tyCinkami, které jsou
alespon Castecné srostlé v gynostemium (Rasmussen a Rasmussen, 2014). Dale je pro kvét
orchideji typicky pysk (labellum) a pyl sdruzeny do brylek (Tsai et al., 2013). Vétsina téchto
znakul vsak chybi u bazalni podceledi Apostasioideae (Zhang et al., 2017). Zcela typicky je
pak pro orchideje slozity vyvojovy cyklus, ktery zahrnuje podzemni mykotrofni,
nefotosyntetizujici stddium, které je pln¢€ zavislé na houbovém endosymbiontovi, takzvany

protokorm (Rasmussen a Rasmussen, 2014).



Zastupci Celedi Orchidaceae jsou ze dvou tfetin epifyté s centrem diverzity v tropech.
Zbyvajici jedna tfetina piipada na druhy terestrické (Dressler, 1993). Pravé terestrickym

druhim se v této praci budu vénovat dale.

U orchideji se v pribehu jejich vyvoje vyvinulo velké mnozstvi rozliénych opylovacich
mechanismi. Ve volné ptirodé se v§ak pomérné bézné rozmnozuji také vegetativné. Tento jev
muzeme nalézt jak u rostlin hliznatych (napf. Dactylorhiza majalis), tak i u rostlin
oddenkatych (napf. rod Goodyera). Vegetativni rozmnozovani v tomto piipadé znamena
jakousi pojistku k pteziti, pokud dojde k vyznamnému naruSeni moznosti generativniho

rozmnozovani, napf. rozryti lokality od divokych prasat (Prasa, 2019).

Celed” Orchidaceae je jednou z nejohrozengjsich skupin rostlin na svété (Fay, 2018).
S vymiranim orchideji v Ceské republice souvisi piedeviim soucasny zpisob hospodaieni
a vyuzivani krajiny. Mezi nejvyznamné;j$i faktory zpiisobujici ubytek orchideji patii absence
seeni Ci spasani luk, intenzivni pfihnojovani, splachy z okolnich poli a v pfipadé lesnich
porostll napfiklad nevhodna skladba dfevin v lese, nedostatecnd podpora ptirozené obnovy
lesa, holoseCe, nedostatek ponechaného mrtvého dfeva Vlesich a premnozena zvéer
(Prusa, 2019). Velkym problémem pro orchideje je také zhorSujici se sucho (McCormick
a Jacquemyn, 2014). Atraktivnim druhtim dale hrozi nebezpeéi nelegalniho vykopavani
a sbéru. Timto nebezpedim je V naSich koncinach zejména ohrozen druh Cypripedium

calceolus (Prusa, 2019; Wotavova et al., 2004).

Témé# viechny, v Ceské republice se vyskytujici druhy orchideji, jsou chranény zakonem.
Pro zakonnou ochranu orchideji vsak dale ziistiva problematicky rozpor mezi Cervenym
seznamem a piilohou zakona 114/1992 Sb. Pii tvorbé zakona byly nékteré vzacné druhy
opomenuty, u jinych se jejich pocetnost od doby vzniku rapidné zménila. Piikladem mohou
byt druhy Epipactis pseudopurpurata a E. pontica, rostliny extrémné vzacné, vyskytujici se
pouze na nékolika lokalitach v republice, které v ptiloze zadkona 114/1992 Sb. zahrnuty nejsou
a jsou tedy chranény pouze obecnou ochranou. Cerveny seznam Ceské republiky tyto druhy
vSak fadi do kategorie C1 — Kkriticky ohroZzeny taxon. Orchideje jsou také chranény
Washingtonskou Umluvou — CITES, kterd chrani celou celed Orchidaceae zejména
pted nelegalnim obchodem. Déle plati smérnice 92/43 EHS (O ochrané ptirodnich stanovist,
volné Zijicich ZivoCichli a plané rostoucich rostlin), kterd chrani tfi naSe druhy

(C. calceolus, Himantoglossum adriaticum a Liparis loeselii). Existuje dale jesté¢ Bernska

umluva, ktera u nas z orchideji chrani druhy C. calceolus a L. loeselii (Prusa, 2019).



1.3. Komplikovany zivotni cyklus orchideji

Semena orchideji jsou mezi krytosemennymi rostlinami unikatni svou velikosti a vahou.
Diky témto atributiim se nazyvaji jako semena prachova. Velikost semen se obvykle pohybuje
v rozsahu 0,05 — 0,6 mm a jejich vaha dosahuje maximalné 24 pg. Rostlina je schopna
produkovat v jedné tobolce i nékolik tisic takovych semen. Embryo se sklada pouze z n¢kolika
bunék a semena vétSiny druhti orchideji neobsahuji Zadny endosperm (Arditti a Ghani, 2000).
To také znamend, Ze semena obsahuji velmi malé mnozstvi Zivin pro dalsi vyvoj.
Diky velikosti a vaze semen je idedlni rozsifovaci strategii prenos vétrem. Nékteré studie
naznacuji, ze semena temperatnich druhti orchideji jsou nasledné schopna piezit v semenné

bance v pud¢ az n¢kolik let (Whigham et al., 2006).

Sementim vétSiny druhti orchideji staci k iniciaci kli¢eni pouze voda, avsak pro dal$i vyvoj
semenacku je jiz nutné navazat symbioticky vztah s houbou, diky kterému ziska embryo
chybéjici ziviny nutné pro svij dals§i vyvoj. Kolonizace endosymbiontem probiha
po nabobtnani semene a protrZeni testy. Kli¢ici embryo se dale vyviji a vznikd protokorm,
ktery na rozdil od kli¢icich semen ostatnich krytosemennych rostlin nema radikulu. Meristémy
protokormu vsak produku;ji rhizoidy (Rasmussen, 1995). Pod zemi se protokormy dale nékolik
mésict vyvijeji a zvétSuji (Rasmussen a Whigham, 1998). V dalsi fazi vyrista pryt,
ktery se dostavd nad povrch piidy a dochéazi k tvorbé listd. Z piivodné heterotrofniho
protokormu se tak stava fotosyntetizujici jedinec (Rasmussen, 1995). Doba, za kterou se
z miniaturniho prachového semene vyvine jedinec Snadzemni casti, se druhové lisi,

avSak v praméru trva 2-4 roky (Rasmussen a Whigham, 1998).

stagel

Obr. 1: Faze kli¢eni semen u druhu Anacamptis morio: stage O - semeno v zakladnim stavu, stage 1

- nabobtnané semeno, stage 2 - semeno s viditelnymi rhizoidy, stage 3 — protokorm.



1.4. Orchideoidni mykorhiza

Orchideoidni mykorhiza (OM) ptedstavuje souziti mezi orchideji a mykorhizni houbou.
Tento jev patii mezi endomykorhizy, coz znamena, Ze houbové hyfy prortstaji az do vnitiniho
prostoru bunék kofene. Kromé orchideoidni mykorhizy patti mezi endomykorhizy dale
erikoidni a abskularni mykorhiza. Pro OM plati, ze hyfy prorstaji kofeny pouze prostorem
mezi buné¢nou sténou a cytoplasmatickou membranou a viibec tak nepfichazeji do kontaktu
s cytoplasmou bunék. Houbova vlakna nikdy neprorustaji az do stfedniho valce, jejich Sifeni

je omezeno pouze na primarni ktiru kotene (Rasmussen, 1995).

Tento symbioticky vztah je pro rostlinu nezbytné nutny zejména v prvnich fazich vyvoje,
kdy houba poskytuje kli¢ici rostlin¢ pottebné ziviny pro jeji dalsi vyvoj. V dospélosti se mira
zavislosti na OM druhové 1isi (Jacquemyn a Merckx, 2019). Terestrické autotrofni druhy
orchideji maji obvykle malo vyvinuty kofenovy systém, coz si kompenzuji pravé vztahem
s houbou, diky némuz mohou snaze &erpat ziviny z pidy (Gebauer a Meyer, 2003).
Pro nefotosyntetizujici druhy orchideji (napt. Neottia nidus-avis) je tento vztah pak naprosto
nebytny, protoze houba je jedinym zdrojem uhliku pro rostlinu (Whigham et al., 2002;
Jacquemyn a Merckx, 2019).

Pii OM se vytvaieji tzv. pelotony, coz jsou smotky hyf uvnitf bunék Kkortexu
(Rasmussen, 1995). Vyména zivin poté muze probihat bud’ piimo pfes cytoplazmatickou
membranu, nebo pii rozkladu starych pelotont orchideji (Cameron et al., 2006;
Fochi et al., 2017). Rast houby v kofeni je rostlinou usmériovan pomoci fytoalexinu
(Rasmussen, 1995).

1.4.1 Mykotrofni vyziva

Dlouhou dobu bylo obecné pfijimano, Ze OM je stejn¢ jako abskuldrni mykorhiza vztah
oboustranné prospeéSny. Soucasné poznani vSak naznacuje, Ze se jedna o vztah prospéSny
pfedev§im pro orchidej. Na plivodné mutualistické souZiti je nyni nahliZzeno spiSe jako
na jednostranny mykofagni vztah. Zatimco orchideje jsou na svém houbovém mykobiontovi
zivotn€ zavislé, neni znam Zadny piipad, kdy by byla mykorhizni houba naopak zavisla

na hostitelské orchideji (Rasmussen a Rasmussen, 2009).



Orchideje 1ze délit podle typu vyzivy. Naprostd vétSina zastupct jsou zelené autotrofni
rostliny, které ziskavaji uhlik za pomoci fotosyntézy. Druhou skupinou jsou rostliny
mykoheterotrofni, které jsou nezelené a cely svij zivotni cyklus zavislé na OM
(Dearnaley, 2007). PIn¢ mykoheterotrofnich orchideji je popsano asi 235 druhdg,
ale v disledku novych taxonomickych studii a nedavnych objevi novych druhi toto ¢islo stale
roste (Schiebold et al., 2018). Existuje jesté tieti skupina mixotrofnich rostlin, které jsou
zelené, ale uhlik ziskavaji ¢aste¢né i mykorhizou. Tyto rostliny by mohly byt evolu¢nim

pfechodem mezi autotrofni a mykoheterotrofni vyzivou (Té&Sitelova et al., 2015).

Orchideje vSak krom¢ uhliku od svych mykorhiznich hub pfijimaji i jiné Zziviny.
Jedna se zejména o vodu, mineralni latky a riizné organické slouceniny (Cameron etal., 2008).
Jak jiz bylo fe€eno, tyto ziviny jsou dulezité zejména pro kliceni a pozd¢jsi rozvoj protokormu
orchideji v prvnich fazich jejich zivota. Piisun zivin vSak neustava ani v dospélosti, kdy houba
dale pomahd rostliné v zasobovani vodou, dusikem a fosforem, u mykoheterotrofnich

a mixotrofnich druhut i uhlikem (Dearnaley, 2007).

Orchideje pojici se s ektomykorhiznimi houbami déle mohou byt skrze jejich mycelium
propojené s okolnimi stromy a tvofit tak trojstranny vztah. Cést hub, ktera tvoii OM, je totiz
schopna tvofit také ektomykorhizu se stromy ¢i kefi. Vznika tedy sit’ hyf, ktera nepiimo
propojuje kofeny stromu S kofeny orchideje. Zatimco stromy v hornich patrech jsou
dostate¢né osvétleny a mohou fotosyntetizovat, orchideje v bylinném patie jsou zastinéné
a tim padem maji horSi podminky pro ziskadvani uhliku pomoci fotosyntézy. Vyrovnat se
s nedostatkem svétla jim vSak pomaha jejich mykobiont. Houba je schopna Cerpat uhlikaté
zdroje z kofene stromu a pies své mycelium je dodavat orchideji (Whigham et al., 2002).
Ptenos uhliku mezi stromem a rostlinou byl prokazan naptiklad za pomoci radioaktivniho

znaceni (McKendrick et al., 2000).

1.4.2 Houby uplatiiyjici se v orchideoidni mykorhize

Houby uplatiujici se v OM patii piedevSsim do oddéleni Basidiomycota, t¥idy
Agaricomycetes. Jednad se zejména o houby ziadu Sebacinales (konkrétne Cceledi
Sebacinaceae a Serendipitaceae) a Cantharellales (konkrétné celedi Tulasnellaceae
a Ceratobasidiaceae). Tyto tfi skupiny byly v minulosti bézn¢ fazeny do polyfyletického rodu
Rhizoctonia (Dearnaley, 2007; Smith a Read 2008).



Ekologicky jsou tyto houby saprofyté, parazité, rostlinné¢ patogeny, ektomykorhizni
symbionti, ale v ptipadé¢ Sebacinales i endofyté (Dearnaley, 2007). Sebacinales se dale
uplatiiuji v erikoidni mykorhize (Té&Sitelova, 2014; Weiss et al 2016). V tropech pak vhodné
mykorhizni partnery tvoii i houby z tiidy Atractiellomycetes (Dearnaley et al., 2012).

Dalsimi mykorhiznimi symbionty mohou byt houby zceledi Rusullaceae a
Thelephoraceae vyskytujici se jak v Evropé, tak i v Australii. Nalézt je mizeme jak v plné
mykoheterotrofnich rostlinach, tak i v zelenych luénich i lesnich druzich. Houby z téchto
¢eledi bézné tvoii ektomykorhizu, ale mohou tvotit i OM s orchidejemi (McCormick et al.,
2004). U rodu Epipactis byla dale prokazana ptitomnost hub z oddéleni Ascomycota,
konkrétné rod Tuber (Sellose et al., 2004). Dalsimi vhodnymi, jinak ektomykorhiznimi,
symbionty ze stejného oddéleni jsou zastupci rodu Wilcoxina a Peziza (Bidartondo et al., 2004;
Selosse et al., 2004). Avsak u pomérné bézného rodu Peziza panuji jisté pochybnosti, zda se

nejednd pouze o nemykotrofniho endofyta.

Obecné lze Fici, Ze zatimco orchideje otevienych stanovist’ se poji s houbami z byvalého
polyfyletického rodu Rhizoctonia, orchideje lesnich stanovist’ navazuji mykorhizni vztah spise
s ektomykorhiznimi houbami z oddéleni Basidiomycota a Ascomycota (Dearnaley et al.,
2012).

1.5. Specificita vztahu

Specificita mykorhiznich hub je dlouho zkoumanym fenoménem, avsak jeji pochopeni
stale neni dostate¢né. Specificita se muze liSit od velmi Uzkych vztah pouze s jedinym
houbovym mykobiontem aZz po Siroké vztahy kombinujici houby z rznych skupin (Dearnaley
et al.,2012). Teorie o specificité hub casto dale déli orchideje do skupin na zakladé jejich
schopnosti fotosyntetizovat a jejich ekologie (McCormick et al., 2004).

Ve studii (Rasmussen, 2002) bylo navrzeno, ze zelené fotosyntetizujici orchideje maji
Sirsi  Skalu moznych mykobionti nez orchideje mykoheterotrofni. Ukazuje se vsak,
mykobionta. Naptiklad druh Orchis mascula se primarn¢ vaze pouze na jeden druh houby
z Celedi Tulasnellaceae (Jacquemyn et al., 2010). Naopak nékteré mykoheterotrofni
druhy navazuji OM s velkou fadou nepiibuznych hub. Specificita houbovych mykobiontd
se tedy neodviji ani tak od zptsobu vyzivy, ale je dana spiSe druhové (Dearnaley, 2007).



Lze také fici, ze u protokormu je specificita mykorhiznich hub uzsi, zatimco dospélci jsou

schopni navazat funkéni vztah s vice druhy mykobiontti (Rasmussen et al., 2015).

Mira specificity se ale mize ménit v pribehu ontogeneze jedince. Napiiklad u nezeleného
druhu Gastrodia elata bylo pozorovano, ze se rostlina ve fazi protokormu vaze na zcela jiné
mykobionty nez dospéla rostlina (Chen et al., 2019). Zmény specificity lze pozorovat vSak
i v prab¢hu sezony. U druhu Anacamptis morio bylo prokazano, ze zatimco pfi izolaci
mykorhiznich hub z pelotonii na podzim a v zimé pievazuji houby zrodu Tulasnella,
z jara se jedna spiSe o houby rodu Peziza a v 1ét¢ jsou pievazujicimi mykobionty houby rodu

Ceratobasidium (Ercole et al., 2015).

V nékterych ptipadech se ukdzalo, Ze semena nejsou schopna navazat funkéni vztah
s mykobiontem extrahovanym z dospélce a nekli¢i (Rasmussen, 2002). Jako vhodné&jsi
zdroj mykorhiznich hub pro kli¢eni semen orchideji se zdaji byt houby izolované
z mladych rostlin (Meng et al.,, 2019). K vyméné houbového partnera mize dochazet
i z divodu zmény podminek pro mykobionta, av§ak u druhu Goodyera pubescens se ukazalo,
ze pokud je protokorm nucen zménit nahle svého houbového partnera, stava se to pro ného
ve vétsing pripadd smrtici. Piezivsi jedinci se vSak diky této schopnosti mohou vyrovnat s vice

extrémnimi podminkami (McCormick et al., 2006).

Houbova specificita mize také souviset s moznym ohrozenim druhu v piipadé, ze je houba
Vv krajin€ nedostate¢né rozsitena (Bonnardeaux et al., 2007). Pokud se orchidej vaze pouze
na uzkou skupinu mykobiontli, mize byt pravé timto faktorem limitovéana a jeji vyskyt je pak
omezen specifickymi pfirodnimi podminkami vhodnymi pro houbu. Zejména v soucasnosti
S probihajicimi zménami klimatu se muze jednat o pfispivajici faktor poklesu pocetnosti
populaci orchideji (McCormick et al., 2006). Stale vSak nejsou piesvéd¢ivé dikazy,
ze dostupnost mykorhiznich hub zasadné ovliviiuje dynamiku orchidejovych populaci. Udava
se, ze dalsi faktory (napf. disperze semen, vlhkost pudy, pH pudy) ovliviwjici rozsiteni
orchideji, jsou stejné, ne-li vice vyznamné pro jejich vyskyt na dané lokalit¢ (McCormick
a Jacquemyn, 2014), coz potvrzuji i studie provedené v Australii na n¢kolika druzich z rodu
Drakea a Pheladenia (Phillips et al., 2011; Davis et al., 2015). Navzdory tomu nékteré studie
vSak popisuji, ze u druhll vazajicich se na specifické mykorhizni houby, mlze opravdu
dochazet k omezeni rozsiteni populaci. Nejednd se vSak ani tak o omezeni v geografickém

méfitku, ale spiSe v méfitku lokalnim (McCormick et al., 2018).
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Ptibuzné druhy orchideji se velmi casto vazou na mykobionty ze stejné celedi.
Naptiklad ve studii Taylor a Bruns (1999) bylo vypozorovano, ze dva blizce pfibuzné druhy
rodu Corallorhiza vyskytujici se na jednom stanovisti se vazou na houby ze stejné Celedi,

které se vS8ak druhové 1isi, a proto nedochazi k vzajemné konkurenci.

Dochézet ke konkurenci nemusi ani u orchideji stejného druhu. U orchideji vyskytujicich
se spolecné na jedné lokalité Ize nalézt tendenci pojit se s odliSnymi druhy hub
(Jacquemyn et al., 2015). Konkurenci se mohou vyhnout i orchideje stejného druhu na zakladé
své ploidie. U druhu Gymnadenia conopsea bylo dokazano, ze se zvySujici se ploidii dochazi

1 ke zmén¢ houbového symbionta (TéSitelova et al., 2013).

Zav€rem lze fici, ze specificita mykorhiznich hub stale neni plné pochopena. Jednotlivé
studie se mezi sebou lisi pouzitymi metodami a zpisoby vyhodnoceni. Problematické

jeikligeni in vitro, které ma dokazovat schopnost houby navazat s rostlinou mykorhizni vztah.

Houby mohou rozdiln¢ reagovat na zvolené médium, in vitro neceli kompetici jinych
druhd, pomalu rostouci druhy nemusi mit dostatek Casu na navazani mykorhizy
a n€které houby izolované z dospélych rostlin nemusi nutné podporovat kli¢eni. Studie in vitro
dale neodrazi skutecné podminky ve volné piirodé, ale zkouma pouze specificitu
fyziologickou za optimalnich podminek. Je tedy vhodné ve vyzkumu kombinovat jak metodu
in vitro klic¢eni (fyziologickou kompatibilitu), tak metodu in situ kliceni (ekologickou
kompatibilitu), kde se projevuji biotické a abiotické faktory, se kterymi se rostliny
na stanovisti musi vyrovnat (Rasmussen et al., 2015). Prave kvili vySe zminénym divodim

je slozité jednotlivé studie porovnavat a vyvozovat z nich v§eobecné platné zavéry.

1.6. Metody studia

Jak jiz bylo fe€eno, zatimco fyziologickou miru specifity je mozné zkoumat in vitro,
pro testovani ekologické specificity musime provést vysev in situ. Obéma témto metodam
vysevu piedchazi spravna izolace hub do in vitro kultury, které jsou nasledné k vysevim

pouzity.



1.6.1 Izolace hub do kultury

Mykorhizni houby mtzeme ziskat jak z protokormu péstovanych in situ pro tento ucel,
tak i z pelotonti, které se vyskytuji v kofenech. Vhodné je pro odbér mykorhiznich hub
uptednostiovat pravé semenacky, avsak v praxi jsou houby ziskdvany predevsim z kotenti

dospélych rostlin kviili nedostupnosti mladych semenackti (Rasmussen, 2002).

Kofeny jsou opatrné¢ vyhrabany a nékolik jich je odebrano. Nasledné jsou umistény
do uzaviratelnych sackli s malym mnozstvim vody a transportovany do laboratote
ke zpracovani. V laboratofi jsou nasledné koteny jemné ocistény od hliny a sterilizovany
70% ethanolem ¢i savem ziedénym destilovanou vodou v poméru 1:5. Poté jsou nékolikrat
promyty destilovanou vodou, ve které mohou byt i kratkodobé uchovany do jejich zpracovéni
pod stereoskopickym mikroskopem. S kofeny se dale pracuje za pomoci sterilnich nastrojd,
aby se predchazelo kontaminaci vzorku. Kofen je nejprve rozdélen na mensi useky a posuzuje
se mira kolonizace mykorhizni houbou. Pokud je kotfen houbou kolonizovan, je rozdélen
do dvou &asti, z nichz jedna je zamrazena pro pfipad, Ze by mykorhizni houba na médiu
nevzrostla a bylo by nutné ji molekularné urcit ptimo z kotene. Druha ¢ast kofene je nafezana
na tenké platky a za pomoci preparacni jehly jsou pod stereoskopickym mikroskopem
uvolnovany jednotlivé pelotony do autokldvované destilované vody (Kohout et al., 2013).
Po rozvolnéni kotenové tkané se v roztoku kromé pelotoni objevuje také Skrob.
Ten Ize castecné odstranit nékolikandsobnym promytim destilovanou vodou, pii kterém
se také odstrani dalsi kontaminanty jako bakterie, kvasinky ¢i jiné houby. Promyti 1ze provadét
4x — 7x (Rasmussen a Whigham, 1998; Kohout et al. 2013). Poté jsou jednotlivé pelotony
ve sterilnim prostfedi pfemistény na kultivatni médium S rozestupy alespon né€kolik
centimetri, aby bylo zabranéno pfili§ Casnému prorastani houbovych hyf do sebe
(Kohout et al., 2013). Jako kultivaéni medium je vhodné pouzit naptiklad PDA — potato
dextrose agar (Rasmussen, 1995; Rasmussen a Whigham, 1998), MNM - Melin Norkrans
medium (Marx, 1969), ¢i E-medium (modifikovano od Caldwell et al. 1991). Misky jsou poté
uzavieny Parafilmem. Houbové kolonie je tfeba dale véas presadit na nové médium a ulozit
do kultiva¢niho boxu, kde je udrzovana teplota 20 °C. Poté, co houby dostatecné narostou,
jsou za pomoci molekularnich metod uréeny. Mykorhizni houby ve vétsiné piipadli nejsou
zatazeny do morfologickych druhli. BéZné se proto pouzivaji operacni taxonomické jednotky,
tzv. OTU, které jsou analogické k ur¢eni do druhu. Naptiklad u hub z oddéleni Basidiomycota

se OTU obvykle rozlisuji na zakladé 97% podobnosti v ITS tseku (Hughes et al., 2009).



1.6.2 Kli¢eni semen in vitro

Pro ovéteni schopnosti jednotlivych hub navazovat funkéni mykorhizni vztah je potieba
provést symbioticky vysev, ktery je nutné doplnit i o vysev asymbioticky. Ten poté slouzi
jako kontrola, do jakého stadia jsou schopna semena dortst bez mykorhizni houby.
Diky porovnani symbiotického a asymbiotického vysevu lze spolehlivé urcit mykorhizni
stadium. Oba vysevy probihaji stejnym zplisobem, 1isi se pouze piitomnosti houbového

izolatu.

Vysev probihd za pomoci injek¢ni stiikacky, do které jsou vlozena semena. Stiikacka je
nasledné¢ uzaviena a mezi $picku a jehlu (1,2 x 20) je vloZena nylonova latka, kterou semena
neprojdou. Stiikacka je nasledné asi do poloviny naplnéna na 1-5 minut 70% ethanolem.
Roztok semen je vhodné v priabéhu nékolikrat jemné protiepat. Po uplynuti stanoveného ¢asu
jsou semena tfikrat promyta destilovanou vodou. Az do této faze je mozné pracovat
mimo sterilni flowbox, dal$i postup je jiz nutné provadét za ptisnych podminek zabranujicich

kontaminaci vysevu.

Nésleduje naleptani testy a uplné sterilizace za pomoci 2,5 — 5% roztoku chlorovaného
vapna (NaOCl) a smacedla, ktery je nasan do stiikacky. Doba pusobeni je 3 — 30 minut
a li8i se druhove. Idealni dobu plisobeni 1ze poznat podle zbarveni testy, které postupné svétla.
Jako idealni se udava barva slonovinové kosti. Roztok je také vhodné ve stiikac¢ce v pribéhu
pusobeni alespon jednou vymeénit. Po uplynuti doby stanovené pro sterilizaci NaOCI jsou
semena ve stfikac¢ce opét tfikrat promyta. Tentokrat se jiZ pouZziva autokldvovana destilovana
voda. Dale je do stfikacky nasato 1-5 ml autoklavované vody, odebere se nylonova latka
a prob&hne vymeéna jehly za §irsi (1,8 x 40). Semena jsou poté vysévana na piedem piipravené
OMA medium (oatmeal agar) ve sterilnich Petriho miskach (Ponert et al., 2011).
OMA medium se ptipravuje ze 3g mletych ovesnych vlocek, 10g agaru a 1 1 destilované vody.
Idealni pH se pohybuje okolo 5,6 (Clements et al., 1985; Zi et al., 2014). Tim konci
asymbioticky vysev, miska je takto uzaviena Parafilmem a kultivovana ve tmé za konstantni
teploty 20 °C. V p¥ipadé symbiotického vysevu je k sementim pfidan izolat houby asi 4 mm?®
velky. Poté jsou vSechny takto pfipravené misky opét uzavieny a kultivovany pii konstantni

teploté 20°C ve tmé (Ponert et al., 2011).

Doba, za kterou je mozné provést vyhodnoceni vysev, se lisi dle rychlosti kliceni daného
druhu. Zatimco u rychle rostouciho druhu Orchis morio postaci dva mésice, u pomalu

rostoucich druhti jako je Neottia ovata je mozné stanoveni provést az po Sesti mésicich.

10



dosahnou

4

t, pokud zkoumana semena

v

¢ mozné izolat povazova

r

Za mykorhizni je pot

im vysevu.

4

N7

pokrocilejsiho stadia nez pii asymbiotickém kontroln

,
ca s
SN
onm»%.w»o 4

5, e R
RS S I S TR 03
SRS
s$lat esetn: ”Mo”now
S5
eSes; SRS
aSastn atlat SRS R
RS SO RO IS SISO
s
SRR RS
=

LSS
25039

ﬁﬂﬂﬁtﬂ
a¢»4».
SRS
oS
$538
SR
SR
ROERIR
S
SRS R
SRR
S eTats 52 SRR
S50 ow%a.% 5
X

0
OISR EIR?
—

SaSisTate:
S
SeSmee
S
; v%n%od#» X
S

$ ‘..F
S

2

Obr. 2: In vitro vysev.

tu

In si

4

1C€n1 s€men

rv

1.6.3 Symbiotické kl

ch metod. Kvuli velikosti semen

rizny

¢kolik

4

je pouzivano n

tu

In sl

r

i¢eni semen

Pro ki

rw

dé. Proto je nutné semena klicit

o

1cen1 primo v pu

h kliceni pii
t houbové hyfy. N

tjejic

7

v

emcer ne€mozne pozorova

v

r

orchideji je t

dé

Ve

fipa
sitka poprvé popsana ve studii Whigham a Rasmussen (1993). V této studii byly vyuzity

~r

todou je v tomto p

wevr

7

ejznaméjsi me

rus

hou pro

rymi mo

I3

v sitkach, kte

a

¢ku je vkladana nylonov

7

diaprojektory. Do tohoto rame

€zné pouzivané pro

v v

diaramecky b

t tak velkd, aby mohly houbové hyfy

i by
kat voda

o

oru mus

tovina o velikosti ok 35 um. Velikost pé

7

ST

aby udrzela

9

a

1 tak mal

arove

ale z3

2

y mohla do kapsy proni

prorast k sementim a ab

i hmoté lze

kli¢icich na dievn

U

prachova semena orchideji (Rasmussen et al., 2015). U druh

které udrzuje vyssi
ick et al., 2012).

fevo,

do takto ptipravené sitky vkladat krome& samotnych semen i drcené d

IC

ickou hmotu pro houbu (McCorm

vlhkost v okoli semen a poskytuje organ

Zit kalibrované

ivyu

alni

li velikosti semen je ide

Kvu

300 semen.

100

r

a asi

ad

itky se vkl

Dos

¢ky je poté

ame

R

hiebiku, diky kter

tvi semen.

variabilitu mnozs

casteCné snizi

)il

iti alespo

jejiz pouzi

I~

odmeérky,

J4

. v

ému je mozné

J4

cmu

J4

lascem navazat ke kovov

I4

lonovym v

r

v

moznc ny

¢

1ézt. Ramecky jsou nasledn

4

r

ani snaze na

je za pomoci detektoru kovu pii vyhodnocov

tény do pudy do blizkosti dosp€lé orchideje, kde jsou kolonizovany houbou
11

¢ umis

v

vertikaln



dostupnou v padé. Tuto metodu lze provadét pouze na lokalite, kde se jiz orchideje vyskytuji,
nebo se zde vyskytuje vhodna mykorhizni houba (Rasmussen a Whigham, 1998).

Pokud vsak chceme testovat vliv riznych houbovych izolati na kliceni semen, je nutné
nalézt lokalitu, kterd je pro vyskyt orchideji vhodna, ale orchideje se tam nevyskytuji.
Experiment je nejvhodnéjsi zakladat na podzim, kdy jsou pro houby piihodné&jsi podminky
pro jejich rust, zejména z divodu vysSiho srazkového uhrnu. Jednou z prvnich praci,
kde byla inokulace in situ provedena, je magisterska prace L. Klimesové (2019). V této praci
byla semena vyseta s ptredem sterilizovanym senem a kousky agaru s houbovym izolatem.
Do piipraveného substratu jsou poté vertikaln¢ ulozeny diaramecky se semeny a dira je
poté piekryta zbytkem zeminy a drnu. Takto jsou semena (v piipadé stfedoevropskych druhtt)
uloZena Vv pudé€ jeden az dva roky. Po skonéeni experimentu jsou ramecky z pidy vyzvednuty
a oCistény. V laboratofi je sitovina se semeny umisténa bud’ na vodni agar (Rasmussen
a Whigham, 1993), ¢i pouze na Petriho misku, a mnozstvi vykli¢enych semen do stadia
protokormu je vyhodnoceno pod stereoskopickym mikroskopem (Whigham et al., 2002).

1.4 seeds

( Number
Species

Obr. 3: Nakres sitky pouzivané ke kli¢eni semen orchideji in situ. Pfevzato ze studie Rasmussen a
Whigham (1993).
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1.7. Vyuziti pro ochranu pfirody

Nové technologie nam umoznuji studovat druhy a jejich vzajemné ptsobeni podrobné;ji
nez kdykoliv piedtim (Fay, 2018). Vyskyt orchideji je podminén jak vlastnimi abiotickymi
a biotickymi pozadavky, tak i pozadavky svych mykobiontii (McCormick a Whigham, 2012).
Jak jiz bylo zminéno, pro kli¢ici semena je nezbytné nutné navazat funkéni mykorhizni vztah
pro jejich dalsi vyvoj. Nepiitomnost houbovych mykobionti proto vede K netspé$nému
kliceni a postupnému ubytku orchideji (Rasmussen a Whigham, 1998). Ochrana
orchidejovych stanovist' je z divodu uzkych a specifickych vazeb orchideji na jejich
mykobionty a opylovace velmi naro¢na a musi byt co nejvice komplexni (Swarts a Dixon,
2009). To, co vyhovuje jednomu druhu, nemusi vyhovovat jinému, proto je nutné pojmout

ochranu vice druhové specificky (McCormick a Jacquemyn, 2014).

Za pomoci in situ vysevii bez houbového izolatu je napiiklad mozné zjistit,
zda se na testované lokalité vyskytuji mykorhizni houby pottebné pro kliceni a zda je tak
plocha vhodna pro re-introdukci orchideji. Naopak in vitro vysevy nam feknou, s jakou
houbou je mozné orchideje kultivovat, ¢i zda houby izolované z dospélcit budou schopné
iniciovat kli¢eni (Reiter et al., 2016). Dale nam experimentalni kli¢eni in vitro a in situ mtze
pomoci identifikovat specifické poZadavky pro kliceni rostlin a jejich dalsi vyvoj. Studium
specificity mykorhiznich hub také vede k hlubs§imu poznani houbovych mykobiontt a jejich
pozadavku na prostiedi (Rasmussen et al., 2015). N¢které asociace mezi orchideji a houbou
jsou funkéni pouze v laboratornich podminkéch, V pfirozeném prostiedi jsou
pak nepouzitelné. Je tedy vhodné takové vztahy zkoumat i v pfirozenych podminkach in situ

(Rasmussen, 2002). Takovychto studii v§ak zatim bylo provedeno minimum.

Rostliny je také mozné napéstovat in vitro a na vhodnou lokalitu je poté vysadit
¢i re-introdukovat. Tento postup je mozné provadét jak s klic¢icimi semeny, tak i s dospélymi
rostlinami. Dospélé rostliny je ale nutné pfedem naockovat vhodnymi mykorhiznimi houbami,
€1 zajistit jejich pfitomnost v misté vysadby, aby byla zvySena Sance na uchyceni rostlin

ve volné ptirodé (McCormick et al., 2018).
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2. Projektova cCast

2.1. Uvod

Rostliny z ¢eledi Orchidaceae maji velmi komplikovany zivotni cyklus zna¢né zavisly na
orchideoidni mykorhize. Znalost specificity mykorhiznich hub orchideji ndm mutze pomoci
pochopit nejenom rozsifeni orchidejovych populaci, zajistit ucinnéjsi ochranu naSich
ohrozenych druhi tvorbou vhodného a cileného managementu, ale také poskytuje nové
moznosti pii obnové orchidejovych stanovist. V piirodé vSak kliceni vyznamné ovliviiuji
jak abiotické, tak biotické faktory, které jsou v experimentech provadénych in vitro zcela
zanedbané. DetailngjSich studii, které se pokousi porovnat jak fyziologickou miru specificity

(in vitro), tak i ekologickou miru specificity (in situ), je vSak stale minimum.

Predkladany projekt je zamétfen na porovnani fyziologické 1 ekologické miry specificity

mykorhiznich hub u naSich orchide;ji.

2.2. Cile projektu a hypotézy

Cilem projektu je porovnat fyziologickou a ekologickou miru specificity mykorhiznich
hub u orchideji pomoci in vitro a in situ vysevu. In vitro vysevem bude otestovana fyziologicka
mira specificity, zatimco in situ vysev provéti ekologickou miru specificity. Hypotézou tohoto
projektu je, ze fyziologicka mira specificity zjisténa in vitro je Sirsi (orchideje jsou schopné

kli¢it s vice druhy symbiontti), neZ ekologicka mira specificity zjisténa in situ.

2.3. Metodika projektu

2.3.1 Vybér vhodné lokality pro projekt

Pro projekt byla vybrdna druhové bohatd louka nachazejici se v PR Nad Zavirkou
(GPS: 49.1294469N, 13.6598997E). Rezervace se nachazi na pomezi obci Stachy a Vacov,
okres Prachatice. Piedmétem ochrany jsou suché, svazit¢ a mokiadni louky s vyskytem
vzacnych a chranénych druhti rostlin. Lokalita se rozklada na jiznich svazich hory Javornik.
Louka zvolena pro projekt se nachazi v nadmoiské vysce 898 m. n. m. a je udrzovana kosenim.
Na lokalité je v dostatecném mnozZstvi potvrzen vyskyt péti druhti orchideji, a to: Anacamptis
morio, Dactylorhiza sambucina, Gymnadenia conopsea, Neottia ovata a Platanthera bifolia.
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Na louce Ize nalézt i druh Coeloglossum viride, ktery se zde vsak nachézi v pouze malém

mnozstvi jedinc.

2.3.2. Odebirani semen a kofenu

Na jafe prvniho roku bude na lokalit¢ ndhodné vybrano deset zastupct kazdého druhu,
tzn. celkem 50 rostlin. U téchto rostlin budou co nejméné destruktivnim zpisobem odebrany
tfi mykorhizni kotfeny, které budou nésledn¢ transportovany do laboratote. V pribéhu sezony
bude z deseti jinych nahodné zvolenych rostlin kazdého druhu odebrana tobolka se semeny

pro nadchazejici vysevy.

2.3.3. Kultivace mykorhiznich hub

Odebrané koteny budou ocistény a povrchové sterilizovany. Z dobie kolonizovanych
fragmentl bude vypreparovano 15-20 pelotont, které¢ budou promyty v autoklavované vodé
a premistény na Petriho misky s E-mediem (modifikovano od Caldwell et al. 1991). Inkubace
pelotonti pfenesenych na médium bude probihat ve tmé pti 20 °C v kultivacnim boxu.
Podrobny postup kultivace mykorhiznich hub je popséan v kapitole 1.6.1. Houby budou poté
molekularné uréeny. DNA bude extrahovana NaOH extrakei a amplifikovana sadou primert
specifickych pro houby navazujici orchideoidni mykorhizu. Konkrétn€¢ budou
pouzity sady ITSIOF/ITS40F, nebo ITS1/ITS4Tul (Taylor a McCormick 2008). V ptipade¢,
ze se amplifikace nepodati, budou pouzity univerzalni primery ITS1/ITS4. Ziskané PCR
produkty budou podrobeny RFPL analyze (Hinfl a Haelll enzymy). Zastupci kazdého RFPL
vzoru budou osekvenovani. Z divodu, Ze se orchideje obvykle poji svice druhy
mykorhiznich hub, o¢ekavame ziskani 10 cilovych OTU. Zatimco u druhd A. morio,
D. sambucina, G. conopsea a P. bifolia ptredpokladame vyskyt hub z ¢eledi Ceratobasidiaceae

a Tulasnellaceae, u druhu N. ovata jsou znamy interakce s houbami z ¢eledé Sebacinaceae.

2.3.4. In vitro vysev

Na podzim prvniho roku budou semena povrchove sterilizovana podle Ponert et al. (2011)
avyseta na OMA medium inokulované houbou. Kazda kombinace orchidej-houba bude vyseta
sedmkrat, kvili ptipadnym kontaminacim. Kontrolu ptedstavuji misky s vysetymi semeny

na OMA medium bez pfidané houby. Stejné¢ jako Vv piipadé inokulovanych misek,
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bude i kontrola v sedmi opakovanich. Vyseté misky budou poté kultivovany pii 20°C ve tmé
Vv kultiva¢nim boxu. Po n¢kolika mésicich (podle rychlosti ristu jednotlivych druhi) budou
misky nafoceny. Z kazdé misky bude nahodné spocitano 100 objekti a zaznamenano jejich
dosazené¢ stadium. Pro oba vysevy budou pouzity kategorie: 1) semeno v zakladnim stavu,
2) nabobtnané semeno, 3) semeno s viditelnymi rhizoidy, 4) protokorm. Protoze prvnich tfi
stadii jsou semena schopna dosahnout i bez mykorhizni houby, projevem uspé$ného navazani

mykorhizniho vztahu je ¢tvrté stadium.

2.3.5. In situ vysev

Pobliz lokality, kde byly odebirany mykorhizni kofeny a semena, bude na podzim prvniho
roku vybrana plocha, kde se v souc¢asné dob¢ nevyskytuji zddné orchideje, ale sloZeni vegetace
je pro jejich vyskyt vhodné. Zde budou do plidy uloZeny diardmecky se semeny
a inokulovany jednotlivymi houbovymi OTU. Navrh pocita se tfemi ¢tverci, kdy kazdy ¢tverec
bude obsahovat v§echny kombinace orchideji (5 druhti) a hub (10 OTU) ve dvou opakovéanich.
Protoze lze v jednom mikrostanoviSti kombinovat rdmecky semen vSech druhii orchideji
sjednim OTU, kazdy ctverec bude mit 20 mikrostanovist nahodné rozmisténych v siti
5*4 se vzdalenosti 1 m mezi mikrostanovisti. V kazdém ¢tverci bude v misté mikrostanovisté
vykopana dira, kam bude vloZena vykopana hlina promichand se sterilizovanym senem,
houbova kultura na agaru ze dvou Petriho misek a diaramecky se semeny
(dle Klimesova, 2019). VSe bude poté zakryto zbyvajici plidou a drnem. Takto bude vysev
ponechan rok. Na podzim druhého roku budou ramecky vyzvednuty a V laboratornich
podminkach vyhodnoceny. Z kazdého ramecku bude spocitdno 100 objektl, které budou
zatazeny do vySe zminénych kategorii 1-4 . Z kazdého ramecku, ve kterém se budou
vyskytovat protokormy, bude vybran jeden nejvétsi, ktery projde molekularnim screeningem

pro uréeni mykorhizni houby podobné jako v ¢asti 2.3.3.

2.3.6. Analyza a vyhodnoceni projektu

Po dokonceni obou vysevli budou data analyzovana pomoci smiSenych linedrnich modelt
v programu R. Vysledkem bude potvrzeni, ¢i vyvraceni vyzkumné hypotézy, ze fyziologicka

mira specificity zjisténa in vitro je Sirsi, nez ekologicka specificita zjisténa in situ. Dale bude

vvvvvv
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z daného druhu, ¢i je kliceni mozné i s houbou vyizolovanou z jiného druhu. Porovnano bude
také, jak se tyto preference 1liSi mezi in vitro a in situ vysevy. Vysledky budou nasledné
prezentovany na védecké konferenci tykajici se ekologie rostlin, ¢i rostlinnych mykorhiz.

Vystupem projektu bude védecky ¢lanek zvetejnény v odborném periodiku.

2.4. Casovy harmonogram projektu

Tabulka 1: Ptiblizny harmonogram projektu.

2020 2021 2022

Ptiprava podkladi
Odbéry kotent

i
Kultivace hub a IIIII
molekularni analyza
|
i

Sbér semen
In situ vysev

In vitro vysev

||
Analyza visledki L DEEN

Publikace vysledkii IIIIIIIII
na konferencich

Celkové trvani projektu je 36 mésici. Za tuto dobu budou upoiadény ctyti vyjezdy na vyse

zminénou lokalitu kvili sbéru materialu, vytvoren in vitro a in situ vysev, provedeny veskeré

potfebné laboratorni analyzy a vysledky vefejné prezentovany na vybranych konferencich.

2.5. Finanéni rozpocet projektu

Tabulka 2: Rozpocet projektu podle kategorii.

Polozka tis. K¢

Mzdové naklady 800
Zakonné odvody 259
Drobny dlouhodoby majetek 30
Spotiebni material 55
Cestovné 155
Sluzby 90
Rezijni naklady 300
Celkem 1689
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Celkové finan¢ni naklady na projekt tvoii 1 689 000 korun. Nejvyznamnéj$i polozkou
rozpoc¢tu jsou mzdové naklady (760 tis.) véetné povinnych zakonnych odvoda na financovani
tidiciho pracovnika zaméstnaného na 100 % uvazek po celou dobu trvani projektu a jednoho
technického pracovnika zaméstnaného na 50% uvazek. Déale mzdové naklady tvoii finanéni
odménu tii terénnich a dvou laboratornich pracovnikli, zaméstnanych formou Dohody
o provedeni prace v obdobi terénnich vyjezdd, pfipravy a vyhodnoceni vysevi (40 tis.).
Do polozky sluzby spadd zhotoveni ndkladnych molekularnich analyz, a udrzba pfistroji
JihoCeské univerzity v Ceskych Budgjovicich, které budou vyuzity pro analyzy vzorkd.
Drobny dlouhodoby majetek obsahuje castku na potizeni kultivacniho boxu. Spotiebni
material zahrnuje predev$im nakup laboratorniho spotfebniho materidlu a chemikalii
pottebnych pro laboratorni prace, vybaveni pro praci v terénu, ale také odbornou literaturu
vénujici se ekologii orchideji a mykorhize. Cestovné je tvofeno naklady na pohonné hmoty
pro Ctyfi terénni vyjezdy a naklady spojenymi S ucasti na zahrani¢nich konferencich tykajicich

se mykorhiznich symbidz a ekologie rostlin.

2.6. Spolupracujici subjekty

Projekt bude feSen ve spolupraci s Pfirodovédeckou fakultou, JihoCeské univerzity
v Ceskych Budgjovicich. Fakulta ma plné vybavenou molekularni laboratof a dalsi vybaveni
vhodné pro laboratorni analyzy. Cely projekt bude konzultovan a provadén ve spolupraci
s pracovni skupinou doc. RNDr. Jany Jersakové, Ph.D., ktera se problematikou specificity
mykorhiznich hub zabyva. In vitro vysev bude dale konzultovan s RNDr. Janem Ponertem,
Ph.D. z Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy, ktery ma v tomto oboru cenné praktické

zkuSenosti.

18



3. Seznam literatury

Aurditti, J., & Ghani, A. K. A. (2000). Numerical and physical properties of orchid seeds and
their biological implications. New Phytologist, 145, 367-421.

Bidartondo, M. 1., Burghardt, B., Gebauer, G., Bruns, T. D., & Read, D. J. (2004). Changing
partners in the dark: isotopic and molecular evidence of ectomycorrhizal liaisons between
forest orchids and trees. Proceedings of the Royal Society of London. Series B: Biological
Sciences, 271, 1799-1806.

Bonnardeaux, Y., Brundrett, M., Batty, A., Dixon, K., Koch, J., & Sivasithamparam, K.
(2007). Diversity of mycorrhizal fungi of terrestrial orchids: compatibility webs, brief
encounters, lasting relationships and alien invasions. Mycological Research, 111, 51-61.

Caldwell, J., Locey, B., Clarke, M. F., Emerson, S. G., & Palsson, B. O. (1991). Influence of
medium exchange schedules on metabolic, growth, and GM-CSF secretion rates of genetically
engineered NIH-3T3 cells. Biotechnology Progress, 7, 1-8.

Cameron, D.D., Johnson, I., Read, D.J. & Leake, J. R. (2008). Giving and receiving:
measuring the carbon cost of mycorrhizas in the green orchid, Goodyera repens. New
Phytologist, 180, 176-184.

Cameron, D. D., Leake, J. R., & Read, D. J. (2006). Mutualistic mycorrhiza in orchids:
evidence from plant-fungus carbon and nitrogen transfers in the green-leaved terrestrial orchid
Goodyera repens. New Phytologist, 171, 405-416.

Clements, M. A., Muir, H., & Cribb, P. J. (1985). A Preliminary Report on the Symbiotic
Germination of European Terrestrial Orchids. Kew Bulletin, 41, 437-445.

Davis, B. J., Phillips, R. D., Wright, M., Linde, C. C., & Dixon, K. W. (2015). Continent-wide
distribution in mycorrhizal fungi: implications for the biogeography of specialized orchids.
Annals of Botany, 116, 413-421.

Dearnaley, J. D. W., Martos, F., & Selosse, M. -A. (2012). 12 Orchid Mycorrhizas: Molecular
Ecology, Physiology, Evolution and Conservation Aspects. In B. Hock, Fungal Associations.
Springer Berlin Heidelberg. Némecko.

Dearnaley, J. D. W. (2007). Further advances in orchid mycorrhizal research. Mycorrhiza, 17,
475-486.

Dressler, R. L. (1993). Phylogeny and Classification of the Orchid Family. Cambridge
University Press. Velka Britanie.

Dykyjova, D. (2003). Ekologie stiedoevropskych orchideji. Kopp. Ceska republika.

Ercole, E., Adamo, M., Rodda, M., Gebauer, G., Girlanda, M., & Perotto, S. (2015). Temporal
variation in mycorrhizal diversity and carbon and nitrogen stable isotope abundance in the
wintergreen meadow orchid Anacamptis morio. New Phytologist, 205, 1308-1319.

19



Fay, M. F. (2018). Orchid conservation: how can we meet the challenges in the twenty-first
century? Botanical Studies, 59, 16.

Feuerherdt, L., Petit, S., & Jusaitis, M. (2005). Distribution of mycorrhizal fungus associated
with the endangered pink-lipped spider orchid (Arachnorchis (syn. Caladenia) behrii) at
Warren Conservation Park in South Australia. New Zealand Journal of Botany, 43, 367-371.

Fochi, V., Chitarra, W., Kohler, A., Voyron, S., Singan, V. R., Lindquist, E. A., Barry, K. W.,
Girlanda, M., Grigoriev, 1. V., Martin, F., Balestrini, R., & Perotto, S. (2017). Fungal and plant
gene expression in the Tulasnella calospora - Serapias vomeracea symbiosis provides clues
about nitrogen pathways in orchid mycorrhizas. New Phytologist, 213, 365-379.

Gebauer, G., & Meyer, M. (2003). 15N and 13C natural abundance of autotrophic and myco-
heterotrophic orchids provides insight into nitrogen and carbon gain from fungal association.
New Phytologist, 160, 209-223.

Girlanda, M., Selosse, M. A., Cafasso, D., Brilli, F., Delfine, S., Fabbian, R., Ghignone, S.,
Pinelli, P., Segreto, R., Loreto, F., Cozzolino, S., & Perotto, S. (2006). Inefficient
photosynthesis in the Mediterranean orchid Limodorum abortivum is mirrored by specific
association to ectomycorrhizal Russulaceae. Molecular Ecology, 15, 491-504.

Hock, B. (2012). Fungal Associations. Springer Berlin Heidelberg. Némecko.

Hughes, K.W., Petersen, R.H. and Lickey, E.B. (2009). Using heterozygosity to estimate a
percentage DNA sequence similarity for environmental species’ delimitation across
basidiomycete fungi. New Phytologist, 182, 795-798

Chase, M. W. (2004). Monocot relationships: an overview. American Journal of Botany, 91,
1645-1655.

Chen, L., Wang, Y. -C., Qin, L. -Y., He, H. -Y., Yu, X. -L., Yang, M. -Z., & Zhang, H. -B.
(2019). Dynamics of fungal communities during Gastrodia elata growth. BMC Microbiology,
19, 158.

Jacquemyn, H., Honnay, O., Cammue, B. P. A., Brys, R., & Lievens, B. (2010). Low
specificity and nested subset structure characterize mycorrhizal associations in five closely
related species of the genus Orchis. Molecular Ecology, 19, 4086-4095.

Jacquemyn, H & Merckx, V.S.F.T. (2019). Mycorrhizal symbioses and the evolution of
trophic modes in plants. Journal of Ecology, 107, 1567-1581.

Jacquemyn, H., Waud, M., Merckx, V. S. F. T., Lievens, B., & Brys, R. (2015). Mycorrhizal
diversity, seed germination and long-term changes in population size across nine populations
of the terrestrial orchid Neottia ovata. Molecular Ecology, 24, 3269-3280.

Klimesova, L. (2019). Amelioration of orchid germination in restored grasslands [Magisterska
prace]. Jihoéeska univerzita v Ceskych Bud&jovicich, Pfirodovédecka fakulta.

20



Lee Taylor, D., & Bruns, T. D. (1999). Population, habitat and genetic correlates of
mycorrhizal specialization in the 'cheating' orchids Corallorhiza maculata and C.
mertensiana. Molecular Ecology, 8, 1719-1732.

Marx, D. S. (1969). The influence of ectotrophic mycorrhizal fungi on the resistence of pine
roots to pathogenic infections. Antagonism of mycorrhizal fungi to root pathogenic fungi and
soil bacteria. Phytopathology, 59, 153-163.

McCormick, M. K., & Jacquemyn, H. (2014). What constrains the distribution of orchid
populations? New Phytologist, 202, 392-400.

McCormick, M. K., Taylor, D. L., Juhaszova, K., Burnett, R. K., Whigham, D. F., O"Neill, J.
P. (2012). Limitations on orchid recruitment: not a simple picture. Molecular Ecology 21,
1511-1523.

McCormick, M. K., Taylor, D. L., Whigham, D. F., Burnett, R. K., & Jacquemyn, H. (2016).
Germination patterns in three terrestrial orchids relate to abundance of mycorrhizal fungi.
Journal of Ecology, 104, 744-754.

McCormick, M. K., Whigham, D. F. (2012). Using the complexities of orchid life histories to
target conservation efforts. The Native Orchid Conference Journal, 9.

McCormick, M. K., Whigham, D. F., & Canchani-Viruet, A. (2018). Mycorrhizal fungi affect
orchid distribution and population dynamics. New Phytologist, 219, 1207-1215.

McCormick, M. K., Whigham, D. F., & O'Neill, J. (2004). Mycorrhizal diversity in
photosynthetic terrestrial orchids. New Phytologist, 163, 425-438.

McKendrick, S. L., Leake, J. R., & Read, D. J. (2000). Symbiotic germination and
development of myco-heterotrophic plants in nature: transfer of carbon from ectomycorrhizal
Salix repens and Betula pendula to the orchid Corallorhiza trifida through shared hyphal
connections. New Phytologist, 145, 539-548.

Meng, Y. -Y., Zhang, W. -L., Selosse, M. -A., & Gao, J. -Y. (2019). Are fungi from adult
orchid roots the best symbionts at germination? A case study. Mycorrhiza, 29, 541-547.

Phillips, R. D., Barrett, M. D., Dixon, K. W., & Hopper, S. D. (2011). Do mycorrhizal
symbioses cause rarity in orchids? Journal of Ecology, 99, 858-869.

Ponert, J., Vosolsobé, S., Kmecova, K., & Lipavska, H. (2011). European orchid cultivation —
from seed to mature plant. European Journal of Environmental Sciences, 1, 95-107.

Priiga, D. (2019). Orchideje Ceské republiky. CPress. Ceska republika.

Ramirez, S. R., Gravendeel, B., Singer, R. B., Marshall, C. R., & Pierce, N. E. (2007). Dating
the origin of the Orchidaceae from a fossil orchid with its pollinator. Nature, 448, 1042-1045.

Rasmussen, H. N. (2002). Recent developments in the study of orchid mycorrhiza. Plant and
Soil, 244, 149-163.

21



Rasmussen, H. N. (1995). Terrestrial orchids from seed to mycotrophic plant. Cambridge
University Press. Velka Britanie.

Rasmussen, H. N., Dixon, K. W., Jersdkova, J., & T¢Sitelova, T. (2015). Germination and
seedling establishment in orchids: a complex of requirements. Annals of Botany, 116, 391-
402.

Rasmussen, H. N., & Rasmussen, F. N. (2009). Orchid mycorrhiza: implications of a
mycophagous life style. Oikos, 118, 334-345.

Rasmussen, H. N., & Rasmussen, F. N. (2014). Seedling mycorrhiza: a discussion of origin
and evolution in Orchidaceae. Botanical Journal of The Linnean Society, 175, 313-327.

Rasmussen, H. N., & Whigham, D. F. (1993). Seed ecology of dust seeds in situ: a new study
technique and its application in terrestrial orchids. American Journal of Botany, 80, 1374-
1378.

Rasmussen, H. N., & Whigham, D. F. (1998). The underground phase: a special challenge in
studies of terrestrial orchid populations. Botanical Journal of the Linnean Society, 126, 49-64.

Reiter, N., Whitfield, J., Pollard, G., Bedggood, W., Argall, M., Dixon, K., Davis, B., &
Swarts, N. (2016). Orchid re-introductions: an evaluation of success and ecological
considerations using key comparative studies from Australia. Plant Ecology, 217, 81-95.

Selosse, M. -A., Faccio, A., Scappaticci, G., & Bonfante, P. (2004). Chlorophyllous and
achlorophyllous specimens of Epipactis microphylla (Neottieae, Orchidaceae) are associated
with ectomycorrhizal septomycetes, including Truffles. Microbial Ecology, 47, 416-426.

Schiebold, J. M. -1., Bidartondo, M. I., Lenhard, F., Makiola, A., Gebauer, G., & Heijden, M.
(2018). Exploiting mycorrhizas in broad daylight: Partial mycoheterotrophy is a common
nutritional strategy in meadow orchids. Journal of Ecology, 106, 168-178.

Smith, S.E. & Read, D.J. (2008). Mycorrhizal Symbiosis. Academic Press, London. Velka
Britanie.

Swarts, N. D., & Dixon, K. W. (2009). Terrestrial orchid conservation in the age of extinction.
Annals of Botany, 104, 543-556.

Taylor, D. L., & McCormick, M. K. (2008). Internal transcribed spacer primers and sequences
for improved characterization of basidiomycetous orchid mycorrhizas. New Phytologist, 177,
1020-1033.

Tesitelova, T., Tesitel, J., Jersakova, J., Rihova, G., & Selosse, M. -A. (2012). Symbiotic
germination capability of four Epipactis species (Orchidaceae) is broader than expected from
adult ecology. American Journal of Botany, 99, 1020-1032.

Tesitelova, T. (2014). Ecological and evolutionary consequences of orchid dependence on
mycorrhizal fungi [Disertaéni prace]. Jihoeskd univerzita v Ceskych Budg&jovicich,
Prirodovédecka fakulta.

22



Tesitelova, T., Jersakova, J., Roy, M., Kubatova, B., T&sitel, J., Urfus, T., Travnicek, P., &
Suda, J. (2013). Ploidy-specific symbiotic interactions: divergence of mycorrhizal fungi
between cytotypes of the Gymnadenia conopsea group (Orchidaceae). New Phytologist, 199,
1022-1033.

Tésitelova, T., Kotilinek, M., Jersdkova, J., Joly, F. -X., Kosnar, J., Tatarenko, I., & Selosse,
M. -A. (2015). Two widespread green Neottia species (Orchidaceae) show mycorrhizal
preference for Sebacinales in various habitats and ontogenetic stages. Molecular Ecology, 24,
1122-1134.

Tsai, W. -C., Fu, C. -H., Hsiao, Y. -Y., Huang, Y. -M., Chen, L. -J., Wang, M., Liu, Z. -J., &
Chen, H. -H. (2013). OrchidBase 2.0: Comprehensive Collection of Orchidaceae Floral
Transcriptomes. Plant and Cell Physiology, 54, e7-e7.

Weiss, M., Waller, F., Zuccaro, A., & Selosse, M. -A. (2016). Sebacinales — one thousand and
one interactions with land plants. New Phytologist, 211, 20-40.

Whigham, D. F., O’Neill, J. P., McCormick, M., Smith, C., Rasmussen, H., Caldwell, B.,
Daniell, T. (2002). Interactions between decomposing wood, mycorrhizas, and terrestrial
orchid seeds and protocorms. In: Trends and fluctuations and underlying mechanisms in
terrestrial orchid populations. Backhuys Publishers, Leiden. Nizozemsko.

Whigham, D. F., O’Neill, J. P., Rasmussen, H. N., Caldwell, B. A., & McCormick, M. K.
(2006). Seed longevity in terrestrial orchids — Potential for persistent in situ seed banks.
Biological Conservation, 129, 24-30.

Wotavova, K., Balounova, Z., & Kindlmann, P. (2004). Factors affecting persistence of
terrestrial orchids in wet meadows and implications for their conservation in a changing
agricultural landscape. Biological Conservation, 118, 271-279.

Zhang, G. -Q., Liu, K. -W., Li, Z., Lohaus, R., Hsiao, Y. -Y., Niu, S. -C., Wang, J. -Y., Lin,
Y.-C., Xu, Q., Chen, L. -J., Yoshida, K., Fujiwara, S., Wang, Z. -W., Zhang, Y. -Q., Mitsuda,
N., Wang, M., Liu, G. -H., Pecoraro, L., Huang, H. -X., et al. (2017). The Apostasia genome
and the evolution of orchids. Nature, 549, 379-383.

Zi, X. -M., Sheng, C. -L., Goodale, U. M., Shao, S. -C., & Gao, J. -Y. (2014). In situ seed
baiting to isolate germination-enhancing fungi for an epiphytic orchid, Dendrobium aphyllum
(Orchidaceae). Mycorrhiza, 24, 487-499.

23



