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Abstrakt

Inicialné mykoheterotrofni rostliny v posledni dobé ubyvaji z piirody, ato ibez zjevnych
pricin. Jsou ovliviiovany fadou biotickych 1 abiotickych faktort. Cilem této prace je zjistit, jak
mohou vybrané faktory, napf. nitrat nebo symbiotické houby, ovliviiovat jejich rozsifeni
v ptirodé. Prace vyuzivad zejména in vitro experimenty, molekularni ur¢ovani houbovych
symbiontl v kofenech a analyzy obsahu stabilnich izotopii. Popisuje jak ptisobeni abiotického
faktoru, konkrétn¢ dusi¢nanu, tak biotické interakce inicialné mykohetreotrofnich rostlin s
houbovymi symbionty. Pozorovana byla inhibice kliceni extrémné¢ nizkymi koncentracemi
dusi¢nanu v asymbiotickych kulturdch in vitro u nékolika druht orchideji. Mira citlivosti
jednotlivych druhti k dusi¢nantim odpovida obsahu nitratu v pid¢ a ndrokiim daného druhu na
dostupnost zivin podle Ellenbergovych indika¢nich hodnot. Inhibi¢ni efekt nitratu na kli¢eni
orchideji se jsme pozorovali i v symbiotickych kulturdch in vitro, s vyjimkou jediné¢ho izolatu
rodu Ceratobasidium. Déle prace odhaluje, ze mixotrofni orchideje mohou vyuzivat vlastni
fotosyntaty pro vyzivu nadzemnich Casti, zatimco podzemni jsou Ziveny symbiotickymi
houbami. Na rozdil od autotrofti maji mixotrofni druhy obvykle v kofenech Siroké spektrum
symbiotickych hub. Béhem evoluce k mykoheterotrofii se ale stavaji zavislé na specifické
houbég, coz bylo pozorovano jak u mixotrofnich hrusti¢ek sredukovanymi listy i1 jejich
albinotickych forem, tak u mixotrofnich orchideji s redukovanymi listy a mykoheterotrofnich
orchideji. Albinotické formy se svoji nizkou fitness jsou méné pravdépodobnym evolu¢nim
mezikrokem k mykoheterotrofnim druhtim nez jedinci s redukovanymi listy. Pfeziti inicidlné
mykoheterotrofnich rostlin a jejich houbovych symbiontl je tedy v pfirod€ zavislé na mnoha

faktorech, které jsou vzdjemné propojené.

Kli¢ova slova: vstavacovité, hrusStiCkové, inicidlni —mykoheterotrofie, mixotrofie,

mykoheterotrofie, albinotické formy, mykorhizni houby, dusi¢nan, dusik, ptda, kli¢eni semen



Abstract

Initially mycoheterotrophic plants have recently been declining in the wild, even without
apparent causes. They are affected by a number of biotic and abiotic factors. The aim of this
work is to investigate how selected factors, such as nitrate or symbiotic fungi, may influence
their distribution in nature. In particular, the work applies in vitro experiments, molecular
determination of fungal symbionts and stable isotope analyses. It describes both the effects of
abiotic factor, specifically nitrate, and biotic interactions of initially mycoheterotrophic plants
with fungal symbionts. The inhibition of germination by extremely low concentrations of nitrate
in asymbiotic in vitro cultures was observed in several orchid species. The degree of sensitivity
of each species to nitrate corresponds with the nitrate content of the soil and the nutrient
availability requirements of the species according to Ellenberg indicator values. The inhibitory
effect of nitrate on orchid germination was also observed in symbiotic in vitro cultures. Out of
five tested fungal strains, only one Ceratobasidium was capable of eliminating the inhibitory
effect of nitrate. Furthermore, the work reveals that green mixotrophic orchids use
photosynthates to nourish the aboveground parts, whereas the belowground parts are nourished
almost exclusively by symbiotic fungi. Unlike autotrophs, roots of mixotrophic species are
usually occupied by wide range of fungi. However, during the evolution to mycoheterotrophy,
the specialisation towards narrow fungal lineage has been noted. Such a trend has been observed
in both mixotrophic pyroloids with reduced leaves and their albinotic forms, as well as in
mixotrophic orchids with reduced leaves and mycoheterotrophic orchids. Albino variants, with
their low fitness, are less likely to be an evolutionary intermediate to mycoheterotrophic species
than mixotrophic individuals with reduced leaves. Thus, the survival of initially
mycoheterotrophic plants and their fungal symbionts in nature is dependent on many

interrelated factors.

Keywords: Orchidaceae, Pyroloideae, initial mycoheterotrophy, mycoheterotrophy,
mixotrophy, albino variants, mycorhizal fungi, nitrate, nitrogen, soil, seed germination
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1. Uvod

1.1 Mvkoheterotrofni, mixotrofni a inicialné mykoheterotrofni rostliny

Ptedpoklada se, ze vétSina rostlin (kolem 90-99 %) je mykorhiznich (Smith et Read 2008;
Brundrett 2009), ptestoze to u mnoha druhti zatim nebylo zkouméano. Mykorhizni symbidza je
komplexnim vztahem, obecné¢ povazovanym za mutualisticky, kdy rostlina dotuje houbu
fotosyntaty a na oplatku houba poskytuje rostliné mineralni latky a poskytuje kofenim ochranu
(van der Heijden et al. 2015). VétSina mykorhiznich rostlin je schopna zit i bez houby - jsou
autotrofni nebo mixotrofni a mykorhiza jim zvysSuje fitness. Nemykorhizni rostliny jsou
zpravidla ruderdlni ¢i vodni rostliny — naptiklad nejzkoumané;jsi rostlina vibec Arabidopsis
thaliana. Prikladem mykorhiznich rostlin schopnych zit bez houbového symbionta jsou
naptiklad nejbéznéjsi travy i vSechny dominantni stromy. Pravé pod nimi miizeme nalézt
nenapadné lesni orchideje (Celed’ Orchidaceae,; Gebauer er Meyer 2003) a hrustickové rostliny
(podceled’ Pyroloideae; Tedersoo et al. 2007; Zimmer et al. 2007), u kterych se setkdvame s tzv.
mixotrofii (Selosse et Roy 2009), také nazyvanou ,,¢aste¢nd mykoheterotrofie™ z ang. "partial
mycoheterotrophy (Merckx 2013). Vzhledem k tomu, ze pouzivani téchto termind pii studiu
zejména orchideji vyvolava kontroverze, bude pro ucely této prace bude pouzivan termin
mixotrofie protoze je zazity a vyuZziva se napiic obory od algologie (Kulichova et al. 2014),
ptes poloparazitické rostliny (Té&Sitel ef al. 2018; Obrazek 1), po kultury in vitro (Treat et al.
1989). Take jasné definuje dualni zpisob vyzivy. Za mixotrofni se oznacuji nékdy i masozravé

rostliny (Schmidt ez al. 2013; Obrazek 1).

V této praci budu jako mixotrofni rostliny oznacovat ty rostliny, které ptijimaji uhlik od houby
1 z vlastni fotosyntézy. Ty jsou obvykle cely Zivot do urcité miry zavislé na houbovém
symbiontovi, ale jsou zelené a produkuji fotosyntaty. Na zdklad€ analyz obsahu stabilnich
izotopti *C a °N, které by mély znagit piijem houbového uhliku a dusiku, se u mixotrofnich
orchideji rodt Cephalanthera, Cymbidium a Epipactis ptedpoklada, Ze fotosyntaty zivi
nadzemni Casti rostliny a mykorhiza podzemni (Roy ef al. 2013, Gonneau ef al. 2014; Suetsugu
et al. 2018). Analyzy obsahu stabilnich izotopi jsou ale jen nepfimym diikazem a koteny byly

zkoumany jen povrchné. Proto je tuto hypotézu potieba jesté ovefit.



Obrazek 1: Priklady riznych vyzivovych strategii rostlin. Parazitické Cynomorium coccineum (4), masozravé Drosophyllum

lusitanicum (B), poloparazit Pedicularis sceptrum-carolinum (C), v dospélosti autotrofni orchidej Ophrys apifera (D), jen
minimalné fotosyntetizujici mixotrofni orchidej Limodorum abortivum (E), mykoheterotrofni orchidej Neottia nidus-avis (F),
mixotrofni Cephalanthera damasonium « jeji albinotickd forma (G), dva jen minimalné houbovy C vyuzivajici ale mixotrofni
,,C exchangers“ (hrustickové) - autotrofnejsi Chimaphila umbellata (vievo) a heterotrofnéjsi Orthilia secunda (vpravo) (H),
koreny mykoheterotrofni orchideje Neottia nidus-avis (1) a mixotrofni krustik Epipactis placentina (J).

Mixotrofni rostliny jsou sice na houbé do urcité miry zévislé, ale existuje kontinuum od
autotrofie az po mykoheterotrofii (tedy rtizné siln¢ zavislych rostlin) (Selosse et Roy 2009).
Mixotrofni rostlina se miZe vyjimecn€ za urcitych horSich podminek (napi. svételnych)
posunout smérem k mykoheterotrofii (Matsuda ef al. 2012) nebo naopak se dokonce muze stat
na houbé témér nezavislou (May et al. 2020). Nejznaméj$i mixotrofni rostliny jsou vyse
zminéné orchideje (Selosse et al. 2018) a hrusticky (Matsuda et al. 2012) ale mixotrofni druhy
existuji zjevné 1 v Celedich Gentianaceae (Suetsugu ef al. 2020), Burmaniaceae (Bolin ef al.
2017) a pravdépodobné 1 v dalSich. Existuji vSak i skupiny rostlin, které fotosyntetizovat viibec
nedokazou. Typickym piikladem jsou holoparazitické rostliny, které uhlik ziskavaji pfimo od
svych hostitelt. Existuji vSak i1 nezelené rostliny parazitujici na houbach. Tyto tzv.
mykoheterotrofni rostliny jsou na spoluziti s houbovym partnerem zavislé a ziskavaji veSkery
uhlik od houby po cely Zivot (Leake 1994). Piestoze mykoheterotrofie byla povazovana za
vzéacny jev, bylo doposud popsano pies 400 druhti mykoheterotrofnich rostlin. Ziejmé se
vyvinula nezévisle u vice Celedi (alespoii 40x) a nejCastéji se s timto zpisobem vyzivy setkame
v tropech (napf. celedi Triuridaceae, Petrosaviaceae nebo nékteré Burmanniaceae a
Orchidaceae; Merckx 2013). Dnes vime, ze mixotrofnich druhti je vyrazné vice neZ obligatné

mykotrofnich, ale pfesny pocet neni zndmy (Merckx 2013). Zajimavou otazkou, diskutovanou



zejména v posledni dobé, je, jakym zpiisobem se mykoheterotrofie vyvinula. Piedpoklada se,
ze z mixotrofie (Julou et al. 2005; Jacquemyn et Merckx 2019). Takovyto prechod nejspis
vyzaduje specifické adaptace (Roy et al. 2013; Gonneau et al. 2014) a mixotrofie poskytujici
duélni zdroj uhliku je asi vyhodné&jsi strategie nez mykoheterotrofie (T&Sitel er al. 2018).
V ramci mixotrofnich druh@ (napt. rody Cephalanthera, Epipactis, Calanthe) se velmi vzacné
vyskytuji tzv. albinotické formy — rostliny, které jsou bilé a ztratily schopnost fotosyntézy. Tyto
rostliny jsou také mykoheterotrofni a vyskytuji se jednotlivé v populacich mixotrofnich druhi.
Predpokladem bylo Zze pravé tyto albinotické formy jsou preadaptaci ke vzniku
mykoheterotrofniho druhu (McCormick et al. 2016; Jacquemyn et Merckx 2019). Takovéto
albinotické formy ale maji naptiklad nizsi pocet tobolek a nizsi viabilitu semen, méné Casto
vytvari nadzemni ¢asti, jsou nachylnéjsi k patogentim a nadzemni ¢asti Casto brzy uschnou (Roy
et al. 2013; Lallemand et al. 2019). Otazkou tedy ziistdvd, zda-li jsou albinotické formy
skutecné evolué¢nim krokem vedoucim k mykoheterotrofii (Roy et al. 2013; Gonneau et al.

2014).

Nakonec je nutno zminit, Ze napf. vSechny orchideje a hrusticky jsou mykoheterotrofni
v ranych stadiich ontogeneze - jsou inicidlné¢ mykoheterotrofni. Inicidlni mykoheterotrofie (IM)
je zavislost rostliny na pfisunu uhliku z houby pouze v ranych fazich ontogeneze po vykliceni.
Z inicialn¢ mykoheterotrofni rostliny (IMR) se mize vyvinout pln¢€ nebo ¢astecné autotrofni
druh (Leake 1994; Merckx 2013; Lallemand et al. 2016). Obligatné¢ mykoheterotrofni druhy se
tradi¢né nezatazuji k IM, 1 kdyZ samoziejmé jsou i tyto druhy po cely Zivot véetné ranych stadii

plné zavislé na houbé.

Obrazek 2: Redukovana semena orchideje Nigritella cf. rhelicanii (4), pyroloidu Moneses uniflora (B) a hnilaku Monotropa
hypopitis (C), Meritko 100 um.

Mykoheterotrofni a IMR obvykle sdileji redukovanou stavbu semen — maji velmi mala tzv.
prachova semena (z angl. dust seeds; Obrazek 2). Na zéklad€ prozkoumanych skupin se dé fict,
ze jejich embrya jsou nediferencovand aobvykle bez endospermu nebo s redukovanym
endospermem. Osemeni je mrtvé a mize vytvaiet i vice vrstev (Leake 1994; Yamazaki et

Miyoshi 2006; Selosse et al. 2016; Yeung 2017). Naopak typicka autotrofni rostlina ma
3



v semeni zaklad radikuly i plumuly, d€loh 1 vyvinuty endosperm (Votrubova 2010). Naptiklad
orchideje maji ve zralych semenech embryogenezi zastavenou v globularnim stadiu vyvoje
embrya (Rasmussen 1995; Arditti e Ghani 2000; Yeung 2017). Pfi takto nevyvinutych
semenech lze ocekavat, ze bude nezbytna jejich externi vyziva — naptiklad houbou, a proto Ize

ocekavat objevy dalSich IM, popiipadé mixotrofi z fad rostlin s prachovymi semeny.

1.2. Interakce IMR s prostredim

1.2.1 Biotické interakce

Inicialné mykoheterotrofni rostliny jsou Zivotné zavislé na interakcich s riznymi organismy
(Selosse 2014) a jsou citlivé na zmény, které tyto organismy ovliviiuji (Waterman et al. 2011;
McCormick et al. 2012). Zjevné nejdileZitéjsi jsou interakce s mykorhiznimi houbami (viz
kapitola 1.1), ale velkd pozornost je vénovana i opylovani, zejména nejvétsi IM skupiny,
orchideji. Otazkou ziistava, do jaké miry jsou tyto interakce mutualistické a do jaké miry se
jedné o jednostranné vyuzivani (Selosse 2014). Jako priklad 1ze uvést protokormy orchideji
z4avislé na houbovém symbiontu (Eriksson et Kainulainen 2011), které nejspi§ na houbé jen
parazituji. Stejna situace bude zjevné i v piipadé dospélych, pln€ mykoheterotrofnich a
albinotickych forem, které houbovému symbiontu nemohou poskytnout fotosyntaty. Je ale
mozné, ze rostlina poskytuje naptiklad vitaminy nebo ochranu hyf (Selosse 2014). Na druhou
stranu, velkd vétSina IM rostlin v dospélosti alespont Castecné produkuje fotosyntaty a

pravdépodobné je s houbovym symbiontem sdileji (Cameron et al. 2008).

Inicidln€ mykoheterotrofni rostliny mohou byt vyznamné i pro tok uhliku v ekosystému.
Napftiklad hrusti¢kové jsou stalezelené a je tedy mozné, ze na lokalitach, kde rostou ve velkych
mnoZzstvich (zejména boredlni lesy), by mohly celoro¢ni respiraci odebrat znaéné mnoZstvi
uhliku z okolnich rostlin a houbovych symbiontii. Takovéto vétsi porosty mohou tedy
ovliviiovat fitness ostatnich rostlin (Tedersoo et al. 2007). V neposledni fad¢ jsou hostitelem
rzi Chrysomyxa pirolata snizujici klic¢ivost smrku (Singh et Carew 1990), cozZ mize mit vliv

na boredlni lesy, a IMR tak mohou byt dilezitym faktorem modelujici cely biotop.

Ptikladt riznych interakci IMR s jinymi organismy je velké mnozstvi, zejména téch spojenych
s opylovanim. Pro ucely této prace neni podrobny vycet nezbytny, navic jej poskytuje napf.
ptehledny ¢lanek o opylovani orchideji Jersdkova ef al. (2006) a hrusti¢ek (Knudsen ef Olesen

1993) a dalSich mykohetrotrofnich pfevazné autogamnich a hmyzem opylovanych



mykoheterotrofech (Waterman et al. 2013). Nicméné povazuji za vhodné zminit alespon

ptiklady opylovacich strategii.

Evropské hrustickové jsou opylovany hmyzem, ptestoze se vzhledem k nizké névstévnosti
kvéti predpokladala vétrosprasnost. Kromé rostlin Orthilia secunda a Chimaphila umbellata,
které maji nektar, odménuji ostatni hrusticky své opylovace jen pylem. Druhy odménujici
jenom pylem opyluji zejména ¢meléci a to tak, Ze rozvibruji kvét (angl. buzz pollination)

(Knudsen ef Olesen 1993).

Vzhledem k atraktivité kvéti neni divu, ze orchideje jsou Casto zoogamni. Nejcastéji jsou
opylovany hmyzem ale v menSi mite 1 ptaky (Jersdkova et al. 2006). Jejich kvéty jsou znamy
,»podvadénim* kuptikladu salivymi kvéty napi. bez nektaru (Ackerman 1986; Johnson ef al.
2004). Salivé kvéty miazou i napodobovat samicku opylovade, a tak je samedci opyli pii tzv.
pseudokopulaci (Peakall 1989; Vignolini et al. 2012; Obrazek 3). Zajimavym piikladem jsou
kvéty rodu Serapias, které poskytuji hmyzu tkryt (Dafni ef al. 1981; Obrazek 3).

Dale je nutné zminit i herbivorii a parasitismus — faktory vyznamné ovliviiujici vSechny rostliny
vcetné¢ IMR. Biotickou interakci je i sbér orchideji ¢lovékem zejména pro jejich kvéty, na
vyrobu salepu, jako zdroj potravy a pro Ucely zejména €inské tradiéni mediciny (Bulpitt ef al.
2007; De Boer et al. 2017). Dalsi aktivity clovéka negativné ovlivitujici pfedev§im orchideje
jsou mimo jiné nadmérna pastva, vysazovani a kaceni lesa, rozsifovani skiidcti nebo pouzivani

pesticidi ni¢ici opylovace (Swarts et Dixon 2009). Lze shrnout, ze cloveék je asi

nejvyznamnéj$im faktorem zpisobujicim prevazné negativni biologické interakce.

Obrazek 3: Priklady opylovacich strategii u orchideji. Druh Ophrys sphegodes napodobujici samicky samotarskych véel je
opylovan pseudokopulaci (A) a druh Serapias cf. aphroditae poskytuje v kvétu pro hmyz vukryt (B).



1.2.1.1 Diverzita hub asociujicich s IM rostlinami

Mnozstvi vyzkumnikli se zabyva identifikaci mykorhiznich hub IM rostlin. V dosp¢losti
autotrofni orchideje, které rostou spise na loukach, asociuji nejéastéji s polyfyletickou skupinou
tradicn¢ nazyvanou ,,rhizoctonie”. Tato skupina zahrnuje saprotrofni (ale pravdépodobné i
endofytni) stopkovytrusné houby celedi Ceratobasidiacee, Tulasnellaceae (Cantharellales) a
Serendipitaceae (Sebacinales) (Taylor ef al. 2002; Weiss et al. 2004; Selosse et Martos 2014).
Mixotrofni a mykoheterotrofni druhy orchideji, které se vyskytuji spiSe na lesnich stanovistich
asociuji obvykle s ektomykorhiznimi vifeckovytrusymi houbami, nalézany jsou ale i
stopkovytrusé. K nejcastéji nalézanym skupindm a rodim patii kuptikladu: Thelephoraceae,
Inocybe, Cortinariaceae, Wilcoxina, Tricholoma, Russula ale i Tuber (Abadie et al. 2006;
Jacquemyn et al. 2015; Jacquemyn et al. 2016a; Schiebold et al. 2017). V tropech byly ale jako
symbionti silné¢ mykotrofnich rostlin pozorovany i saprofytické stopkovytrusé houby, napft. rod
Resinicium, Gymnopus a Mycena (Martos et al. 2009; Ogura-Tsujita et al. 2009; Liu et al.
2015).

Co se tyké dalSich skupin IMR, s hrustickovymi asociuji ektomykorhizni druhy (Tedersoo ef
al. 2007; Vincenot ef al. 2008; Johansson ef al. 2017; Jacquemyn et al. 2018). Identifikovany
byly zejména rody stopkovytrusych jako Russulla, Tomentella, Cortinarius, Hebeloma,
Theleophora a Inocybe ale 1 Sebacinaceae a Serendipitaceae (Tedersoo et al. 2007; Vincenot et
al. 2008; Hashimoto et al. 2012; Johansson ef al. 2017; Jacquemyn et al. 2018). Hrustickam
jsou ptibuzné 1 mykoheterotrofni hnildky (Monotropoideae), které asociuji také
s ektomykorhiznimi stopkovytrusymi houbami (napt. Tricholoma spp., Hemitomes congestum,

Hydnellum spp., Russula spp. nebo Rhizophogon spp. (Bidartondo et Bruns 2001).

Dal8i mykoheterotrofni rostliny (obvykle rostouci v tropech a subtropech) asociuji
s arbuskularnimi mykorhiznimi houbami (AM). Bylo zjisténo, Ze jak zastupci Triuridaceae
(Sciaphila, Kupea), Burmaniaceae (Burmannia, Thismia, Afrothismia; Merckx et Bidartondo
2008; Yamato et al. 2011a; Suetsugu et al. 2012), Petrosaviaceae (Petrosavia sakuraii; Y amato
et al. 2011b), Gentianaceae (Voyria, Voyriella; Bidartondo et al. 2002) tak i1 subantarkticky
Arachnitis uniflora z Corsiaceae asociuji obvykle s uzkou skupinou AM hub v ramci skupiny
,Glomus A* (Bidartondo ef al. 2002; Yamato ef al. 2011a; Suetsugu ef al. 2012). Nutno zminit,
ze prace (Merckx et al. 2012) popisuje i asociaci s vice AM symbionty, naptiklad u
Campylosiphon congestus (Burmaniaceae) a Sciaphila ledermannii (Triuridaceae). Navic tito
autofi nenalezli jenom symbionty ze skupiny ,,Glomus A* ale i z fadu Diversisporales (Celedi

Acaulosporaceae a Gigasporaceae; Merckx et al. 2012). Arbuskularné mykorhizni druhy IMR

6



byly nalezeny i v mirném pasu napi. u rodu Thismia (¢eled’ Thismiaceae; Gomes et al. 2017).
U téchto Celedi zahrnujicich mykoheterotrofni druhy asociujici s AM houbami se oc¢ekava i
existence mixotrofie (rostliny s malymi listy, absence kotenovych vlaska apod.), ale dlouho
nebyla uspokojivé prokézana (Cameron et Bolin 2010; Merckx et al. 2010, ale porovnej
s Courty et al. 2011, resp. viz niz). Naptiklad zelené¢ s AM asociujici druhy Bartonia virginica
a Obolaria virginica (Gentianaceae) nebo néckteré¢ olisténé druhy rodu Burmannia jsou
povazovany za mixotrofni (Cameron et Bolin 2010; Merckx et al. 2010; Bolin et al. 2017).
Tyto prace ale mohou byt zatizeny chybou (viz dal$i odstavec a Courty ef al. 2011). Druha
jmenovana prace navic popisuje dopéstovani ctyt druhti rodu Burmannia v kvétinacich, z ¢eho

autofi usuzuji moznost pln¢ autotrofni vyzivy téchto rostlin (Merckx ef al. 2010).

Existuje pfedpoklad, ze 1 autotrofni druhy orchideji asociujici s ,,rhizoctoniemi® nebo
arbuskuldrnimi houbami jsou tzv. skryté mixotrofni (Selosse et Martos 2014), navic alespon u
prvni skupiny jsou casto v jejich kofenech nalézany i jiné houby neZ ,rhizoctonie* jako
kuptikladu ektomykorhizni houby (Jacquemyn et al. 2017; Suetsugu et al. 2019). Jak bylo
zminéno vySe, mira heterotrofie se u IMR ¢asto stanovuje na zaklad¢ obsahu stabilnich izotopt
(Gebauer ef Meyer 2003; Selosse ef al. 2004). Ektomykorhizni houby (a IMR na né€ navazany)
jsou obohaceny o stabilni izotopy *C a >N (Selosse et Martos 2014) pravdépodobné kviili
frakcionaci, ktera nastava na rozhrani kofen - houba. Zajimavé ale je, ze arbuskularni houby
(Courty et al. 2011; ale 1 nékteré jiné houby, viz Halbwachs ef al. 2013 a citace uvnitf) a
rostliny, které jsou snimi v symbiotickém vztahu (napiiklad orchideje asociujici s
,rthizoctoniemi), témito izotopy obohaceny (zejména '*C) nejsou. To miZe byt zpiisobeno
jinymi biochemickymi mechanismy transportu uhliku na rozhrani houby a kofene, nebo to jen
odrazi obsah '3C v houbé bez frakcionace (Selosse et Martos 2014). Prace citované v predeslém
odstavci, které urcuji miru mixo/mykoheterotrofie u rostlin asociujicich s AM, tedy mohly na
zéklad¢ analyz obsahu stabilnich izotopti podhodnotit miru zéavislosti na houbé. Podobny
problém mulize nastavat 1 u autotrofnich orchideji asociujicich s rhizoctoniemi a ve skute¢nosti

tyto druhy mohou byt mixotrofni.

1.2.1.2 Generalisté a specialisté k houbovym symbiontim

Otazka generalismu a specialismu k houbovému symbiontu je ¢asto nejasnd. Prace popisujici
specificky druh IM rostliny Casto nachdzi v kofenech krom¢ dominantni houby mnozstvi
dalSich hub, které jsou méné zastoupeny a vice versa. Jestli jsou ale tyhle méné zastoupené
houby parazity, endofyty nebo symbionty, neni jasné¢ a zavery konkrétnich ¢lankl zavisi na
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interpretaci jejich autort. Terminy generalista a specialista ve smyslu jakési kvantifikace
symbiotickych hub v kofenech nejsou definovany a existuje plynuly pfechod mezi témito
extrémy. Jedna se o Siroké pojmy, nicméné Shefferson et al. (2019) se pokusili o kategorizaci.
Navrhuji terminy 1) ,,assemblage specialisation®, ktery znac¢i, ze se druh specializuje na
specifické hostitele; i1) ,,apparent generalism®, kdy byli u druhu nalezeni poc¢etni symbionti, ale
ve skuteCnosti druh asociuje jen s dominantnim symbiontem, zatimco ostatni symbionti
prispivaji malo nebo viibec a iii) ,,true generalism*, kdy druh asociuje s vice symbionty, kteti
se funkéné prekryvaji a jsou geograficky nahraditelni, takze se houbové spolecenstvo v ramci

arealu druhu 1isi (Shefferson et al. 2019).

Zdé se, ze vétsina orchideji jsou generalisté, co se tyce houbového partnera, a to jak v dospélosti
autotrofni, tak mixotrofni druhy (napt. Liparis loeselii, Waud et al. 2017; rGzné druhy rodi
Cephalanthera, Dactylorhiza a Epipactis nebo Herminium monorchis (Bidartondo et al. 2004;
Jacquemyn et al. 2016a; Jacquemyn et al. 2017); Neottia ovata; Jacquemyn et al. (2015) a
zjevné alesponn nékteré druhy snad mohou vyuzivat jak ,rhizoctonie”, tak ektomykorhizni
symbionty (napft. rizné druhy Epipactis a Dactylorhiza ¢i Herminium monorchis, (Jacquemyn
et al. 2016b; 2017); Liparis loeselii, (Waud et al. 2017) nebo Neottia ovata, (Jacquemyn et al.
2015). Ale lze ptredpokladat, ze tento jev bude pozorovan ¢astéji (Jacquemyn et Merckx 2019).
Specifické druhy orchideji (Schiebold et al. 2017; Swift et al. 2019) nebo dokonce celé rody
jsou ale popisovany také (napt. Cypripedium, Shefferson et al. (2007) ale ¢asto se jednd o témet
nezelené druhy s redukovanymi listy jako Limodorum abortivum (Russula, Girlanda et al.

2006) nebo Corallorhiza trifida (Tomentella, Zimmer et al. 2007).

Zda se, Ze vznik mykoheterotrofnich druhti je v evoluci spojen s pfechodem od ,,rhizoctonii*
k ektomykorhiznim houbdm (Bidartondo et al. 2004). Nezelené¢ mykoheterotrofni druhy jsou
obvykle specifické, zejména k ektomykorhiznim stopkovytrusym houbam, a to napfic¢ Celedi
Orchideaceae. Kuptikladu rod Lecanorchis z Vanilloideae (Lactarius, Russula, Okayama et al.
2012), nebo Hexalectris z Epidendroideae (Thelephoraceae, Sebacinaceae subgroup A,
Kennedy ef al. 2011). Z evropskych druhil 1ze uvést napt. Neottia nidus-avis (Epidendroideae;
Taylor et Bruns 1997; McKendrick et al. 2001; Selosse et al. 2002) nebo Epipogium aphyllum
(Epidendroideae; Roy et al. 2009).

Otazkou ale zlstavd, pro¢ jsou nékteré mykoheterotrofni druhy specializovany na

ektomykorizni a AM houby. Predpoklada se, ze vzhledem k tomu, Ze ektomykorhizni houby

jsou propojené s okolnimi stromy, dokazi 1épe a delSi dobu vyzivovat rostlinu nez saprotrofni

rhizoctonie (Bruns et al. 2002; Selosse et Martos 2014) a Ize ptedpokladat, Ze podobna situace
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nastava i s arbuskularnimi houbami. V nékterych tropickych lesech totiz ektomykorhizni houby
chybi nebo jsou alespon méné Casté (Martos et al. 2009; Corrales et al. 2018). A v téchto
podminkach s mykoheterotrofnimi rostlinami asociuji zejména AM houby (viz pfedchozi
kapitola). Zda se ale, Zze saprotrofni druhy hub za urcitych podminek, které nastavaji spise
v tropech a subtropech, jako je vyssi teplota, vlhkost a dostatek organické hmoty, mohou byt i
jedinym houbovym partnerem dokonce i plné¢ mykoheterotrofnich druhti (Martos et al. 2009).
Ptikladem jsou naptiklad saprofytické stopkovytrusé houby rodii Resinicium, Gymnopus a
Mycena; (Martos et al. 2009; Ogura-Tsujita et al. 2009; Liu et al. 2015; Chen et al. 2019). Co
se tyka hrusticek, v jejich kofenech jsou nalézany rizné houby, pfiCemz zadna vyrazné
nedominuje (Tedersoo et al. 2007; Vincenot et al. 2008; Johansson et al. 2017; Jacquemyn et
al. 2018) a to 1 v pripad¢ jediného dosud popsaného, pln¢ mykoheterotrofniho druhu Pyrola
aphylla a ptibuzné P. picta (Hynson et Bruns 2009), coz je zvlastni vzhledem k 0zké specificité
jinych mykoheterotrofi. VétSina z doposud prozkoumanych hrusti¢ek jsou ale v dospélosti
velmi slabé mixotrofnimi rostlinami, tzv. ,,C exchangers*. Zatim byl popsan jen jeden skutecné
na hoube¢ siln¢ zavisly mixotrofni druh - P. japonica (Lallemand et al. 2017). Pravé P. japonica
muze byt druh zavisly na symbiontech riznou mirou, podle stupné ozatrenosti. Kdyz je jeho
schopnost tvorby vlastnich fotosyntat snizend naptiklad stinem, Cerpa od houby vice latek a
také se vice specializuje, konkrétné na ektomykorhizni rod Russula (Matsuda et al. 2012). Prace
Hashimoto et al. (2012), popisuje silnou specificitu kli¢icich, jesté¢ pln¢ mykoheterotrofnich
rostlin P. asarifolia ke skupiné Sebacinales B a generalismus u dospé€lych rostlin. Obé prace
naznacuji specifitu ke konkrétnimu houbovému partnerovi u siln€¢ az plné mykoheterotrofnich
stadii hruStickovych. Na druhou stranu studie Johansson et Ericsson (2017) popisuje
specializaci kli¢icich rostlin béhem ontogeneze - klicici rostliny byly méné specifické nez starsi
semenace. Nejedna se vSak o silnou specializaci jako u ptibuzného druhu Hypopitis monotropa
(Johansson et al. 2017). Podobné jako mykoheterotrofni orchideje jsou specifické i dalsi
mykoheterotrofni Ericaceae, s vyjimkou hrusticek. Kazdy druh rostliny k uréitému rodu houby
(napt. Monotropa hypopitis s Tricholoma, Monotropastrum humile s Russula nebo Pterospora

andromedea s Rhizophogon (Bidartondo ef Bruns 2001).

Podobné jako u mykoheterotrofnich orchideji a hnilaki, 1 mykoheterotrofni rostliny asociujici
s AM jsou Uzce specializované na konkrétniho houbového symbionta nej€astéji ze skupiny
Glomus A (Bidartondo et al. 2002; Yamato et al. 2011b; Gomes et al. 2017). Specializace na
uzkou skupinu v rdmei skupiny Glomus A byla pozorovéna i u potencialné mixotrofniho druhu

rodu Burmania (Merckx et al. 2010). Ale 1 v rdmci arbuskularné mykorhiznich rostlin byly



recentn¢ objeveny generalistické druhy u ¢eledi Burmaniaceae a Gentianaceae (Merckx ef al.

2010; Courty et al. 2011).

1.2.2 Abiotické interakce IMR

Mén¢ studované jsou abiotické interakce u IMR, a ty se studuji prakticky vylu¢né na
orchidejich. Orchideje ovliviiuje mnozstvi faktorti prostfedi jako naptiklad srazky, teplota
(Tsiftsis et al. 2012; Wang et al. 2015; Djordjevi¢ et al. 2016a,b), pH, obsah organické hmoty,
a zivin (Bowles et al. 2005; Diez 2007; Tsiftsis et al. 2012), svétlo nebo podlozi (Rasmussen et
al. 2015; Djordjevi¢ et al. 2016a,b). Optimalni podminky pro kli¢eni semen jsou obvykle jiné
nez pro dospélé rostliny (Turnbull ef a/. 2000). Kli¢eni semen je citlivy proces a je znamo zZe
jej ovliviiuje jak vlhkost pudy (Scott et Carey 2002; Diez 2007), tak kuptikladu svétlo, které
muze inhibovat kli¢eni (Van Waes et al. 1986, Yamazaki ef Miyoshi 2006; Ponert ef al. 2011).
Abiotické interakce jsou ale ¢asto spojeny s biotickymi, naptiklad kdyZ jiny organizmus zméni
ptirozené stanovisté — kompetice s jinymi rostlinami o abioticky faktor jakym je dostatec¢né
mnozstvi svétla (Silvertown ef al. 1994; Slaviero ef al. 2016). Organismem vyznamné meénicim
abiotické podminky je ale nejcastéji ¢lovek, ktery méni pfirozend stanovisté, napt. zvySuje
salinitu, méni vyskyt pozard ¢i zvySuje dezertifikaci (Sahagian 2000; Swarts e Dixon 2009).
PtestoZze jsou mnohem vice studovany orchideje, 1 u hrustickovych byl pozorovan vyznamny
vliv abiotickych faktori jako mnoZzstvi svétla (Matsuda et al. 2012) a jejich preference pro
neutralni az vyssi pH (Jacquemyn ef al. 2018) a spiSe niZsi obsah Zivin na lokalitach vyskytu
(Johansson et Eriksson 2013; Jacquemyn et al. 2018). Z abiotickych faktorti se vyzkum

soustied’'uje zejména na Ziviny.

1.2.2.1. Ziviny v piidé ve vztahu k IM rostlinam

Je obecné znamo, Ze orchideje preferuji spise na ziviny chudé lokality. Casto pozorovana
negativni korelace mezi zvySenou koncentraci zivin a vyskytem orchideji tomu nasvédcuje
(Dijk et OIff 1994; Silvertown et al. 1994; Mattila et Kuitunen 2000; Hejcman et al. 2010;
Tsiftsis et al. 2012). Dulezité je také zminit, Ze n€které prace nerozliSuji efekt jednotlivych

zivin, ale zkoumaji viceré dohromady (Silvertown et al. 1994; Hejcman et al. 2007).

Co se tyka konkrétnich Zivin, obsah fosforu negativné koreloval s rozSitenim Goodyera repens
(Tsiftsis et al. 2012) nebo zplisobil pokles poctu kvetoucich rostlin Anacamptis morio

(Silvertown et al. 1994) a Dactylorhiza majalis (Dijk et Olff 1994). Pocetnost n€kolika druhti
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lucnich orchideji (Dactylorhiza maculata, Platanthera bifolia a Listera ovata) poklesla po
aplikaci P v kombinaci s Ca nebo s Ca a N (dusi¢nan amonny), ale ne po aplikaci Ca nebo Ca
a N bez P (Hejcman ef al. 2010). Nizké koncentrace P byly pozorovany také na stanovistich
hrusticky Pyrola rotundifolia, a to jak na lesnich stanovistich tak na dunach (Jacquemyn et al.
2018). Fosfor negativné ovliviioval i semenacky hrustickovych, konkrétné Chimaphila
umbellata nebo kliceni Moneses uniflora (Johansson et Eriksson 2013). Naopak P nem¢l efekt

na kliceni hrusticky P. chlorantha ani na semenacky O. secunda (Johansson et Eriksson 2013).

Bylo pozorovano, ze kli¢ivost australského druhu orchideje Caladenia arenicola pozitivné
korelovala s mnozstvim drasliku v ptidé (Batty et al. 2001) a draslik pozitivné koreloval i
s vyskytem Dactylorhiza majalis (Dijk et Olff 1994). Dalsi vesmés pozitivni informace o vlivu
drasliku na kli¢eni orchideji jsou shrnuty v Rasmussen (1995). Men$i pozornost byla vénovéana
i vapenatym iontim Ca®’, u kterych se ptedpokladalo, Ze spiSe nemaji 7adny efekt (cf:
Rasmussen 1995). Véapenaté ionty jsou ale nejspi$ nezbytné k degradaci polymeru podobnému

ligninu, ktery je hlavni slozkou osemeni a tedy nutné k vykliceni semen (Barsberg et al. 2018).

Vedle fosforu (a drasliku) je vyznamné studovan také dusik. Vzhledem k tomu, Ze je pro tuto

praci dulezity, je mu vénovana nasledujici kapitola.

1.2.2.2 Dusik v rostlinach

pfiblizné v 0,5-6 % suSiny. Je to esencialni makroprvek, stavebni kdmen proteinti, chlorofylu,
aminokyselin ¢i nukleovych kyselin a jeho nedostatek rychle zhorSuje rtst rostliny (Epstein
1994; Taiz et Ziegler 1998; Miller et Cramer 2005; Marschner 2011). Nitrat nasledovan
amonnym iontem jsou nejvice pfijimané formy anorganického N rostlinou (Alvarez et al.
2012), ale pfijiman miZe byt i v organické formé zejména ve formé aminokyselin (Falkengren-

Grerup et al. 2000; Finzi ef Berthrong 2005; Nésholm et al. 2009).

1.2.2.3 Dusik a IM rostliny

Na rozdil od vétSiny rostlin (Masclaux-Daubresse ef al. 2010; Dechorgnat ef al. 2011) orchideje
preferuji ptijem spise organického dusiku nez anorganického (Arditti 1967; Rasmussen 1995 a
citace tam; Stewart e al. 2008; Sgarbi et al. 2009; Nadarajan et al. 2011). Také kultivacni média

pro kultivaci orchideji in vitro vétSinou obsahuji méné anorganického dusiku (Knudson 1922;
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Ponert ef al. 2011) nez média pro ostatni druhy (Murashige et Skoog 1962) nebo dokonce zadny
(Van Waes et al. 1986). Efekt nitratu a amonného iontu se vSak u vétSiny studii nerozliSuje
(Dijk et O1ff 1994; Dijk et Eck 1995b; Mujica et al. 2021) a téméf vzdy se uvadi efekt celkového
dusiku (Hejcman et al. 2010; Tsiftsis et al. 2012; Vogt-Schilb et al. 2020). Proto nelze stanovit,
ktera forma byla odpovédna za pozitivni (cf. Dijk et Eck 1995) nebo negativni efekt (cf.
Silvertown 1994). Navic obsah celkového dusiku v ptidé sam o sob¢ netika nic o0 mnozstvi pro
rostliny dostupného dusiku. Piesto se zd4, Ze zanorganickych forem je amonny iont

orchidejemi obecné preferovan pied nitratem (cf- Rasmussen et al. 1995).

Co s tyce hrusticek, Pyrola rotundifolia preferuje lokality s nizkym obsahem nitratu v pudé
(0,78 mg/kg; Jacquemyn et al. 2018), ale Johansson ef al. (2013) nepozorovali zadny efekt N
na kliceni ani rist semenacku tohoto druhu. Semenacky P. chlorantha negativné reagovaly na
obsah anorganického N v pud¢ (i kdyz prace méfila nitrat a amonny iont, prezentované
vysledky jsou s¢itané hodnoty obou forem), zatimco O. secunda na ziviny (P i N) v pudé& nijak
nereagovala (Johansson et al. 2013). Johansson ef al. (2013) ale pozorovali i mirné pozitivni
efekt N v ptidé na kli¢eni hrusticky P. minor, ale nepozorovali Zadny efekt na dalsi rlst
semenackil tohoto druhu (Johansson et. Eriksson 2013). Pfevazuji tedy pozorovani negativniho
efektu dusiku na hrustickové, pficemz se zda, Ze tyto rostliny preferuji lokality s nizsi

koncentraci nitratu v ptidé (Johansson et Eriksson 2013; Jacquemyn et al. 2018).

Otazkou zlstava, jestli obsah zivin ovlivituje IMR pfimo nebo nepiimo, naptiklad ptes houbové
symbionty nebo pies kompetici s jinymi rostlinami (Rasmussen 1995; Batty et al. 2001). Lze
predpokladat, ze se bude jednat o piimy efekt na rostlinu, protoze nitrat u rostlin ¢asto piisobi
jako signdl (Zhang et Forde 1998). Nicméné, opak naznacuje prace Mujica ef al. (2016) s rodem
Bipinnula, kde byla diverzita hub v kofeni negativné korelovana s dusikem v piid€. Navic rtizné
houbové izolaty ivramci jedné taxonomické skupiny mohou reagovat na dusik rozdilné

(Mujica et al. 2021),

1.2.2.4 Znecisténi dusikem

Po objevu Fritze Habera v r. 1908 a nasledné realizaci Karlem Boshem v r. 1914 se v tovarné
tzv. Haber-Boshovym procesem zacala masivné primysloveé vyrabét dusikatd hnojiva a jejich
spotieba se razantné zvysila. Predeslé metody totiz byly extrémné energeticky naro¢né (Smil
2001). Nasledoval vétsi obrat v kolob&hu dusiku, ktery je projevem globélni zmény (Fowler et

al. 2015). Dusik se do ptidy dostava nejenom prosakovanim z piehnojenych poli, ale i pomoci
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suché nebo mokré depozice ze vzduchu (Bowman ef al. 2008; Engardt et al. 2017; Paladino et
al. 2020). I kdyz mokra depozice v podob¢ kyselych destt je v soucasnosti méné intenzivni
nez v minulosti, mnozstvi biologicky reaktivniho dusiku v prosttedi se zvysuje (Bowman et al.
2008). Ten nesnizuje jen diverzitu rostlin, ale také ovlivituje mikrobialni aktivitu v padé,
rozklad organické hmoty a okyseluje pudu (Janssens et al. 2010). Jelikoz se nékteré formy
dusiku jako N>O chovaji jako sklenikové plyny, zptisobuje N i zvySovani teploty planety
(Fowler et al. 2015). Okyselovani pidy napf. kyselym destém vycerpava kationty jako Mg?*,
Ca?", K" nebo Mn?" a zvySuje obsah AI** a pozdgji Fe’* v ptidé ¢asto do toxickych koncentraci
(Bowman et al. 2008). Depozice reaktivniho dusiku mé mnozstvi ptfimych i nepitimych vlivi

na zménu klimatu (Erisman et al. 2011, 2013).

V soucasnosti se nitrat v pidnim roztoku na hnojenych polich vyskytuje v rozmezi 1-6 mM,
v pudé€ je mobilngjsi nez jiné Ziviny a jeho koncentrace prudce kolisa (Lark ef al. 2004; Miller
et al. 2007; Kaiser et al. 2010). Zato amonny iont se vyskytuje v mnohem nizsich koncentracich
(20 uM-0.8 mM) a jeho koncentrace v pudé fluktuuji méné (Lark ez al. 2004; Miller et al. 2007).
V ptirozenych podminkéch se v ptidnim roztoku koncentrace nitratu pohybuje v rozmezi od 1-
100 mg/1 (tedy 16.129 uM — 1.6129 mM; Callesen et al. 1999; Pedersen et al. 2007; Fetter et
al. 2012). Za zminku stoji i prace zkoumajici obsah nitratu ve vod¢. Lidskou cinnosti
neovlivnéné vodni zdroje obsahuji méné nez 10 mg/l (161.2903 uM) nitratu, zatimco
v prostiedi ovlivnéném lidskou ¢innosti mize kontaminace nitratem dosahovat hodnot az 250
mg/l (4.0323 mM) (Feth 1966; Kreitler ef Jones 1975). Feth (1966) dale tvrdi, ze jiz hodnoty
piesahujici 3 mg/1 (48.3871 uM) mohou indikovat lidskou ¢innost. Existenci problému, jakym
je kontaminace nitratem, naznacuje i1 jeho ukotveni v legislativé. V Evropské unii existuje tzv.
nitratova smérnice, predpis EU (Smérnice rady 91/676/EHS o ochrané vod pied zneéisténim
zpisobeném dusicnany ze zemédélskych zdrojli), ktery je implementovan do ndrodnich
legislativ. Za znecisténé vodni plochy a ohroZené znecisténim oznacuje nitratovd smérnice ty

které¢ by mohly obsahovat nebo obsahuji 50 mg/1 nitratu (Nitratova smérnice).
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2. Cile prace

1. Zjistit, zda se citlivost semen orchideji k nitratu mtze liSit mezi druhy a jak mira
citlivosti koreluje s uzivnosti lokality, na které rostou.

2. Zjistit, zda pusobeni dusi¢nant na kliceni semen orchideji mize byt ovlivnéno
houbovym symbiontem.

3. Zjistit, jaky zdroj uhliku vyuzivaji podzemni orgadny mixotrofnich rostlin, jestli
houbovy, z vlastni fotosyntézy nebo jejich kombinaci.

4. Zjistit, jaky zdroj uhliku vyuZzivaji podzemni orgdny albinotickych forem mixotrofnich
rostlin, jestli houbovy, z vlastni fotosyntézy nebo jejich kombinaci.

5. Zjistit, zda mohly byt albinotické formy evolu¢nim mezikrokem k mykoheterotrofnimu
druhu u orchideji a hrusticek.

6. Zjistit, jestli rozdily v obsahu stabilnich isotopi *C a '°N lze vysvétlit houbovym
spoleCenstvem v kofeni a zda jsou autotrofni a mykoheterotrofni orchideje vice

specializované k mykorhiznim houbdm nez mixotrofni orchideje.
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3. Shrnuti publikovanvch vvsledku

Publikace v plném znéni jsou v Ptilohach.

3.1 Orchid seed sensitivity to nitrate reflects habitat preferences and soil

nitrate content

Tomas Figura, Martin Weiser, Jan Ponert. Plant Biology, 2019, 22: 21-29. (IF 1.529)

Testovali jsme odpovéd na nitrdt v podminkach in vitro v kombinaci s pidni analyzou
zamétujici se na dusik u sedmi druhti terestrickych orchideji. Oligotrofni horsky Pseudorchis
albida, druhy mezotrofnich luk Gymnadenia conopsea a Anacamptis morio, mezotrofni druh
mocalt Dactylorhiza majalis a druhy rostouci na Gzivnéjsich stanovistich jako jsou vlhkomilny
Anacamptis laxiflora, luéni Ophrys neglecta a ruderalni stanovisté casto osidlujici

Himantoglossum robertianum.

Jiz extrémné nizké koncentrace nitrdtu — 2 mg/l vyznamné inhibovaly kliceni horského
oligotrofniho druhu Pseudorchis abida a koncentrace 10 mg/1 snizila kli¢ivost témef na nulu.
Mén¢ ale stile vyznamné byl inhibovan druh Gymnadenia conopsea, zatimco druhy
H. robertianum, A. laxiflora a O. neglecta byly téméf necitlivé k nitratu. Modelem
pfedpovézena koncentrace, na které vykli¢i polovina semen daného druhu, byla nejniZsi u
P. albida a nejvy$§i u H. robertianum, coz odpovida zjistenim vysledkim zin vitro

experimentl.

Pida z lokalit, ze kterych pochdzela semena, byla analyzovana na obsah nitratu, amonného
iontu, uhli¢itanu vapenatého, celkového uhliku a dusiku. Pozorovali jsme obecné velmi nizké
koncentrace nitratu v odebranych vzorcich ale relativné vysoké koncentrace celkového dusiku.
Vzorky z lokalit, na kterych se vyskytovaly druhy s vysokou toleranci k nitratu, obsahovaly
nejvetsi koncentrace nitratu a také mély vysoky pomér C:N a nejvys$Si obsah uhli¢itanu
vapenatého. Naopak hodnoty z lokalit, na kterych se vyskytovaly oligotrofni druhy, se blizily
mezi detekce. Toto zjiSténi by mohlo vysvétlovat, pro¢ nékteré orchideje jako naptiklad druh
P. albida, ubyvaji z ptirody bez zjevnych pticin. Koncentrace dusi¢nanil se v ptirodé v posledni
dobé zvysuje 1 jinde nez v zemédelskych oblastech, coz miize mit za nasledek ubytek nejen
oligotrofnich druht.
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Hlavni zjisténi:

Clanek pojednava o tom, ze viechny testované druhy orchideji byly inhibovany nitratem. Sila
citlivosti na nitrat koreluje s trofii druhu a obsahem nitratu v plidnim roztoku lokality

konkrétniho druhu.

Prohlaseni o podilu na autorstvi:

Drtivou vétSinu experimentalni prace jsem provedl ja s pomoci Dr. Oty Raucha (piidni
analyzy), ktery neni uveden jako autor. MW statisticky vyhodnotil data a vygeneroval grafy. JP

a ja jsme vymysleli design experimentil a napsali ¢lanek.

3.2. Fungal symbionts may modulate nitrate inhibitory effect on orchid seed

germination

Tomas Figura, Edita Tylova, Jana Jersdkova, Martin Vohnik, Jan Ponert. Mycorrhiza, 2021,
31(2): 231-241 (IF 3.069)

Clanek se zabyva druhem Dactylorhiza majalis a zjist'uje, jestli houbovi symbionti izolovani
z kotfend tohoto druhu mohou modulovat reakci semen na nitraty popsanou v predchozim
¢lanku. PouzZity byly dva izolaty rodu Ceratobasidium, dva izolaty rodu Tulasnella a jeden
zrodu Serendipita. Experimenty prob&hly v podminkach in vitro na médiu OMA s
asymbiotickymi kontrolami na médiu OMA bez ptidaného sacharidu a také na médiu MoN se
sachar6zou. VSechny testované izolaty, s vyjimkou jediného izolatu Tulasnella, vytvotily
v protokormech pelotony a signifikantn€ podpoftily rist protokormi oproti kontrole. Kliceni
semen bylo inhibovano nitratem na vSech variantach véetné asymbiotickych kontrol na OMA
ale 1 na MoN, krom¢ jedin¢ — s izolatem ,,Ceratobasidium 1*. Zminény izolat ,,Ceratobasidium
1 umoznil kli¢eni semen na inhibi¢nich koncentracich dusi¢nanu a kli¢ivosti se na raznych
koncentracich dusi¢nanu vyznamné nemcénily. Pfedchozi publikované studie vysvétlovaly

inhibicni efekt nitratu nebo amonného iontu na kli¢eni orchideji u symbiotickych kultur zménou
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vztahu mezi houbou a orchideji, a to posunem houby k parazitizmu na orchideji v piipadé
dostatku zivin. To by mohlo znamenat, Ze naSe ,,Ceratobasidium 1* na rozdil od ostatnich
testovanych houbovych izolatl ztratilo schopnost parazitovat na protokormech. Dalsi
publikované studie ale odhalily Ze Ceratobasidium je schopné vyuzit nitrat, zatimco
Serendipita nebo Tulasnella ne a Ceratobasidium ma geny kodujici asimilaci nitratu, zatimco
Tulasnella calospora je nema. Navic Ceratobasidium je mozné najit Castéji na opusténych
polich nebo spélenistich, kde se da ¢ekat vétsi mnozstvi anorganickych forem dusiku véetné
nitratu. Za zminku stoji i1 fakt, Ze letos byla publikovana studie popisujici obdobné pozorovani,
kdy jeden izolat Ceratobasidium reagoval jinak nez jiné, umoznoval kli¢ivost semen Bipinnula

fimbriata na inhibi¢nich koncentracich dusi¢nanu amonného.

Hlavni zjisténi: Nitrat snizil kli¢ivost jak u kontrolnich asymbiotickych vysevt, tak u
symbiotickych. Jediny izolat dokazal zvratit inhibi¢ni efekt nitratu na kli¢ici Dactylorhiza

majalis a semena u této experimentalni varianty nereagovala na pfitomnost nitratu v médiu.

Prohlaseni o podilu na autorstvi:

Drtivou vétSinu experimentalni prace jsem provedl ja. E.T. udélala anatomické analyzy. JP a j&
jsme vymysleli design experimentii. JJ dodala nékteré houbové izolaty. Clanek psali vSichni

autofi.

3.3 Mixotrophic orchids do not use photosynthates for perennial

underground organs

Félix Lallemand, Tomas Figura, Claire Damesin, Chantal Fresneau, Chantal Griveau, Ninon

Fontaine, Bernd Zeller, Marc-André Selosse. New Phytologist 2019, 221(1):12-17 (IF 8.512)

V tomto ¢lanku jsme zkoumali, jestli mixotrofni druh Cephalanthera damasonium vyuziva své
vlastni fotosyntaty v podzemnich organech. Na zékladé obsahu stabilnich izotopti 1*C ve $krobu
a riznych rostlinnych orgdnech, obsahu Skrobu v riznych rostlinnych organech, miry

kolonizace kofenti a znaceni '3CO, tento &lanek vyhodnocuje, jakym zpiisobem jsou
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vyzivovany podzemni a nadzemni organy mixotrofni orchideje Cephalanthera damasonium a

jeji vzacné albinotické mutace.

Kolonizace, mnoZstvi ani obohaceni §krobu '3C se mezi kofeny albinotickych a zelenych rostlin
statisticky neligily. Obsah stabilniho izotopu '*C byl vyssi ve $krobu z kofenti nez v kofenech
u obou albinotickych i zelenych forem, a byl vyrazné vice obohacen izotopy nez kontrolni
rostliny. Tyto poznatky nas vedly k zavéru, ze obé formy C. damasonium vyuzivaji houbovy

uhlik v podzemnich orgénech.

V dalsim pokusu jsme odizolovali listy zelenych rostlin (ale ne formujici se plody)
vzduchotésnou folii a vpustili znadeny '*CO», ktery rostlina piijimala nékolik hodin. Obsah
stabilnich izotop@ '*C jsme méfili na rostlinném materidlu z riiznych organt po 4, 25 a 126
dnech. Na 4. a 25. den byly stonky, listy ale zejména tobolky siln¢ znacené (ptes 70 %
znaceného '°C), listeny stfedn&, oddenky a kofeny téméF viibec. Znadené fotosyntaty, které se
ptesunuly do podzemnich orgéant tvotily od 1.7 % (4. den) - 7.6 % (126. den). Zda se tedy, ze
alespoil pozd¢ji ve vegetacni dobé, je rostlina schopna mobilizovat ¢ast svych fotosyntatd do
kotfene. Zkoumali jsme jen fertilni zelené rostliny a otazkou ziistava, jak reaguji ti jedinci, ktery

v dany rok neplodi.

Hlavni zjisténi: Mixotrofni druh orchideje Cephalanthera damasonium vyuziva uhlik ziskany

z fotosyntézy v nadzemnich orgénech, zatimco ten od mykorizni houby v podzemnich.

Prohlaseni o podilu na autorstvi: Vykonal jsem druhé opakovani drtivé vétSiny experimenti
(obsah Skrobu, kolonizace, izotopy v Skrobu a organech). Podilel jsem se vyrazné i1 na
vyhodnocovani dat a na upravach pozdéjSich verzi Clanku. FL vykonal nejveétsi Cast
experimentll. M-AS, CD a BZ naplanovali a vymysleli experimentalni design projektu. FL, NF,
BZ and M-AS d¢lali znacici pokus. Analyza Skrobu a obsahu stabilnich izotopii byla provedena
FL, TF, CF, CG and NF. M-AS a FL napsali prvni verzi manuskriptu, kterou pak pozdéji

editovali v§ichni autofi.
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3.4 Mycorrhizal Communities and Isotope Signatures in Two Partially

Mycoheterotrophic Orchids

Hans Jacquemyn, Rein Brys, Michael Waud, Alexandra Evans, Tomas Figura and
Marc-André  Selosse.  Frontiers in  Plant Science 2021, 12:618140. doi:
10.3389/1p1s.2021.618140 (IF 4.402)

Clanek zkouma diverzitu houbovych symbionttl a miru zavislosti na nich u dvou mixotrofnich
druhtt rodu Epipactis (E. neglecta a E. helleborine), v dospélosti autotrofniho druhu
Platanthera chlorantha a mykoheterotrofniho druhu Neottia nidus-avis. Zaméfili jsme se ale
na krustiky, protoze mira jejich zéavislosti na houbovych symbiontech ani mira specificity
nebyly dostateéné zndmé. Co se tyka houbovych symbiontl, druhy rodu Epipactis byly
jednoznacné generalisté, slozeni spolecenstva hub se mezi dvéma zkoumanymi lokalitami
vyrazng lisilo. Naproti tomu v kofenech autotrofniho druhu P. chlorantha a mykoheterotrofniho
druhu N. nidus-avis bylo nalezeno také vice skupin hub, ale vyrazné dominovala jedna skupina
(Ceratobasidiaceae u P. chlorantha, Sebacinaceae u N. nidus-avis). Otazkou ziistava, jestli se
jedné v ptipadé téchto minoritnich hub o symbionty nebo endofyty. [zotopové analyzy odhalily,
7e N. nidus-avis byl vyrazn& obohacen o stabilni izotopy *C a >N potvrzujici jeho
mykoheterotrofni status, zatimco druh P. chlorantha byl obohacen jen minimdalné, coz
naznacuje autotrofni zplsob vyzivy. Epipactis neglecta byl vyznamné obohacen stabilnimi
izotopy s hodnotami blizicimi se mykoheterotrofiim, zatimco obsah '*C (ale ne >N) u
E. helleborine dosahoval hodnot typickych pro autotrofni druhy. Navic v kofenech druhu
E. helleborine jsme nalezli velké mnozstvi ,,thizoctonii®, coz je netypické pro lesni mixotrofni
druh. Nepozorovali jsme vyznamné rozdily v intenzité fotosyntézy ani stomatalni konduktanci
mezi obéma studovanymi krustiky. Pfedeslé studie navrhovaly, Ze druh E. neglecta je obohacen
stabilnimi izotopy '°N z diivodu specifické asociace k rodu Tuber nebo jinym askomycetiim.
Na naSich lokalitach byl tento druh také obohacen vyznamné¢ ale rod Tuber (a jiné Ascomycota)
byl jen minoritnim mykobiontem. To naznacuje, Ze zmény v houbovém spoleCenstvu v koteni
neodrazi obsah stabilnich izotopl. Na rozdil od ptipadu rostlin P. chlorantha a N. nidus-avis
nebyl Zadny mykobiont v kofenech Epipactis dominantni, z ¢eho se da usuzovat, Ze studované

krustiky jsou opravdovymi generalisty.
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Hlavni zjisténi: Nalezli jsme mnozstvi riznych houbovych symbionti v kofenech krustika a
obsah stabilnich izotopi se u obou druht li§il. Rozdily v houbovych spolecenstvech ale

nesouvisi s obsahem stabilnich izotopti.

Prohlaseni o podilu na autorstvi:

HJ and RB vymyslely studii. HJ, AE a MW sbirali material. MW ud¢lal molekuldrni analyzy.
M-AS a ja jsme ud¢lali izotopové analyzy vcetn¢ vyhodnoceni. HJ napsal prvni verzi

manuskriptu.

3.5 Communities of mycorrhizal fungi in different trophic types of Asiatic

Pyrola japonica sensu lato (Ericaceae)

Yosuke Matsuda, Yusuke Yamaguchi, Naoko Matsuo, Takashi Uesugi, Junko Ito, Takahiro
Yagame, Toma$ Figura, Marc-André Selosse and Yasushi Hashimoto. Journal of Plant

Research (2020) 133:841-853 https://doi.org/10.1007/s10265-020-01233-9 (IF 2.185)

Clanek tézi znového objevu prof. Yosuke Matsuda, ktery nalezl albinotickou variantu u
nejspise jediného ,,pravého* mixotrofniho druhu Pyrola japonica z Japonska. Zajimalo nas,
jakd bude mira mykoheterotrofie a jaké mykobionty nalezneme u zelené hrusticky Pyrola
Jjaponica, jeji malolisté varianty P. japonica f. subaphylla, né¢kdy vyclenované jako samostatny

druh, a u nové objevené albinotické varianty.

Zkoumali jsme dv¢ lokality, jednu s vyskytem zelenych rostlin Pyrola japonica 1 poddruhu se
zakrslymi listy P. japonica subsp. subaphylla a druhou lokalitu rovnéZz se zelenou Pyrola
Jjaponica, kde se vyskytovala i albinoticka forma. Fylogeneticka analyza odhalila, Ze vSechny
tfi varianty tvofi monofyletickou skupinu, v rdmci které lze vyc€lenit P. japonica f. subaphylla
jako subklad coz se shoduje 1 ptedeSlymi pracemi ktery tento taxon vyclenuji jako poddruh (Liu
et al. 2014) 1 jako samostatny druh (Suetsugu et al. 2021). Albinotické rostliny byly obohaceny
izotopy podobn¢ jako kontrolni houba Russula, coz naznacuje mykoheterotrofni zptisob vyzivy.
Rovnéz vzorky P. japonica f. subaphylla byly znaéné obohaceny izotopy oproti kontrolnim

autotrofnim rostlindm, coZ naznacuje minimalni zisk uhliku z fotosyntézy. Vzhledem k absenci
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heterotrofni reference z dané lokality (houba, mykoheterotrofni rostlina) nemiizeme v tomto
pripad¢ urcit, jestli tato forma ziskéva uhlik i z fotosyntézy, ale zelené zakrslé listy alespon
minimalnimu zisku z fotosyntézy nasvédcuji. Obé silné resp. plné mykoheterotrofni varianty
mély viechny organy podobné obohaceny stabilnimi izotopy '*C, zatimco listy zelenych rostlin
byly obohaceny méné nez podzemni organy. To naznacuje, Ze listy zelené rostliny Pyrola
Japonica ziskévaji uhlik z fotosyntézy a ten pravdépodobné zlstava zejména v listech. V trochu
veétSim mnozstvi, nez jak jsme pozorovali u orchideji je ale transportovan do podzemnich

organu (viz kapitola 3.3).

Vsechny tfi zkoumané rostlinné fenotypy byly siln€ specifické k rodu Russula ale jesté uzsi
miru specifity vykazovali dvé varianty vice zavislé na houbach. Nejdominantné&j$i houba
»Russula 1 byla sdilena mezi albinotickou a zelenou rostlinou P. japonica, zatimco druha
nejdominantnéj$i houba ,,Russula 2* byla nalezena jen v symbidze s f. subaphylla a chybéla
u zelené hrusticky P. japonica na stejném stanovisti. Navrhujeme, ze i kdyz byly albinotické
formy povazovany za chybéjici krok v evoluci mezi mixotrofnim druhem a mykoheterotrofnim,
pravé jedinci se zakrslymi listy jakymi je P. japonica f. subaphylla mohou byt lepSim
kandiddtem. Takovyto meziclanek se zakrslymi listy by vznikal postupné, pomaleji nez
albinotické varianty a mohl by se postupné specializovat na houbu, ktera jej 1épe ,,uzivi®, jakou

je v naSem piipad¢ ,,Russula 1 nebo ,,Russula 2, ktera byla nalezena jen u této varianty.

Hlavni zjisténi: Nové objevena albinotickd forma je Giplné zavislad na mykoriznich houbéch a f.
subaphylla je pravdépodobné jen minimaln¢ fotosyntetizujici. Rostlina P. japonica f.
subaphylla je jesté vice specificka k houbé rodu Russula nez zelend mixotrofni rostlina P.
Jjaponica a jeji albinotickd varianta. P. japonica f. subaphylla se zda byt nejvhodné&jSim
kandidatem jako mezi¢lanek v evoluci z mixotrofniho k mykoheterotrofnimu druhu u hrusti¢ek

a je nejvice specializovana na konkrétniho houbového symbionta.

Prohléseni o podilu na autorstvi:

Spolu s YM a M-AS jsem psal manuskript. YM a YH vymysleli projekt. YM, YY, TU,JLTY a
YH se podileli na sbéru dat v terénu, YY, NM a TU na analyzach obsahu stabilnich izotop,
YM,YY,TU na molekularnich analyzach a YM statisticky vyhodnocoval data.

21



4. Diskuze

4.1 Abiotické interakce

4.1.1. Inhibi¢ni efekt nitratu na kliceni semen orchideji

4.1.1.1 Koncentrace nitratu na prirozeném stanovisti

Pldni roztok hnojeného pole miize mit az 62-372 mg/l (1-6 mM) nitratu, zatimco ptirozené
lokality vykazuji vyrazné€ nizsi hodnoty nepiesahujici 100 mg/l (1.613 mM; Callesen et al.
1999; Pedersen et al. 2007; Fetter et al. 2012). Jiz hodnoty 3-10 mg/1 (48.3871 uM-161.2903
uM) Ize ale povazovat za vysledek lidské ¢innosti (Feth 1966; Kreitler et Jones 1975). Na
ptirozenych studovanych lokalitach jsme naméfili 0.03-1.18 pg/g (483.831 pM-19.03 nM)
nitratu v piadnim roztoku, coz jsou hodnoty typické pro neproduktivni ptirozené louky (cf.
Bfezina et al. 2019). Zaroven jsme naméfili relativné vysoké koncentrace celkového dusiku
(1.9 - 9.5 mg/g; Figura et al. 2021) i na lokalitach vyskytu druhii citlivych na nitrat. Takovéto
relativné vysoké koncentrace byly na orchidejovych lokalitdich jiz naméfeny a jsou
porovnatelné se zemédélskou ptidou (Krehan 2009; Tsiftsis et al. 2012). To svéd¢i o tom, ze
métit celkovy dusik, jak je Casto ve studiich studujici vliv Zivin na orchideje a zroven
nerozliSovat efekt jednotlivych forem dusiku (Dijk ef Eck 1995b; Diez 2007; Vogt-Schilb et al.
2020) nebo dokonce spojovat efekt zivin dohromady (Hejcman et al. 2007) nema dostate¢nou
vypovédni hodnotu a je nutné rozliSovat jednotlivé Ziviny a jejich formy. Na druhou stranu
v na$i studii (Figura ef al. 2021) jsme provedli jediné¢ méteni. Zejména dusi¢nany jsou v pudé
v Case 1 prostoru extrémné mobilni a jejich dynamika je rok od roku odlisna (Bfezina et al.
2019). Prestoze jsme méfili v zimé&, kdy je mikrobialni aktivita zpomalena a obsah dusi¢nant
kolisd minimalné¢ (Weil er Brady 2016; Kabala et al. 2017), mohli jsme zaznamenat
nereprezentativni hodnoty. V dal$ich studiich by bylo vhodné naSe zavéry ovéfit opakovanym
méfenim vysoce mobilnich Zivin, zejména dusi¢nant ale 1 fosfatu a amonného iontu, po dobu

alespoii jedné vegetacni sezony a na n€kolika mistech v rameci lokality.

4.1.1.2 Mira citlivosti jednotlivych druhi orchideji

Ze sedmi nami studovanych druhii se na lokalitach s nejniz$i koncentraci nitratu v padé
vyskytoval druh Pseudorchis albida, ktery byl zaroven nejcitlivéjsi v asymbiotickych in vitro
experimentech, kdy byl inhibovan jiZ koncentraci 2 mg/l nitratu v médiu (Ponert et al. 2013,
Figura et al. 2019). Je znamo, ze tento druh preferuje oligotrofni horské louky (Jetdbkova 2006;

Jersdkova et al. 2011) a Ellenbergovy indika¢ni hodnoty pro Ziviny tento druh oznacuji jako
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oligotrofni (Ellenberg et al. 1991). Velkou miru citlivosti vykazoval také druh mezotrotnich az
oligotrofnich luk Gymnadenia conopsea (Zajac et al. 2016), mokiadni Dactylorhiza majalis a
luéni Anacamptis morio, které v ptirodé¢ ubyvaji z divodu ztraty stanovist’ a jejich hnojeni
(Prochéazka et al. 1999). Nejméné citlivym v asymbiotickych in vitro experimentech byl druh
Himantoglossum robertianum, ktery se bézné vyskytuje na ruderélnich stanovistich jako na
okrajich cest nebo opusténych polich (Delforge 2006; Petrou et al. 2011; Antonopoulos et
Tsiftsis 2017; viz Obrazek 4 zobrazujici lokality ptibuzného druhu H. hircinum). Pidni analyzy
odhalily nejvyssi obsah nitratu pravé na lokalité druhu H. robertianum. Rostliny Anacamptis

laxiflora a Ophrys neglecta rovnéz osidlujici eutrofnéjsi biotopy byly po H. robertianum

nejméngé citlivé druhy (Figura et al. 2019).

A

k-

Obrézek 4: Lokality vyskytu druhu Himantoglossum hircinum, okraj pole (4) a silnice (B)
Riizné druhy projevily rliznou miru citlivosti k nitratim, ale vSechny byly negativné ovlivnény
koncentracemi, které se v ptidé mohou redln¢ vyskytovat a v posledni dob¢ nartistaji (Callesen
et al. 1999; Pedersen et al. 2007; Fetter et al. 2012). Nékteré druhy orchideji z ptirozenych
lokalit ubyvaji bez zjevnych pficin (Jersakova et al. 2011) a Ize se domnivat, Ze nitrat mize byt
piimo odpovédny za ubytek alespont n€kterych druhli — zejména téch citlivych. Koncentrace
dusiku v ptidé a vodé v posledni dobé nartistd (Bowman et al. 2008; Engardt et al. 2017,
Paladino et al. 2020). Vyuzivani spalovacich motorti a hnojiv produkuje velké mnozstvi dusiku
(napft. reaktivniho a dusi¢nantl) v prostiedi, ktery patrné podporuje kompeti¢né silnéjsi druhy a
tim snizuje diverzitu rostlin (Janssens et al. 2010). Lze oc¢ekévat, Ze produkce reaktivnich forem
dusiku a pouzivani dusi¢nanovych hnojiv se bude spiSe zvySovat nez snizovat. To by mohlo
snizovat pocetnost orchideji jednak pfimo skrze ovlivnéni kliceni semen. Jednak neptimo kdy
mohou byt orchideje na uZivnéjSich lokalitdich vytlaCovany kompeticné€ siln€jSimi druhy
(Gloser et al. 2007; Hornemann et al. 2012). ZvySovani koncentrace dostupnych forem dusiku

je projevem globalni zmény, ktery se miize v budoucnosti podepsat (a jiz se zjevn¢ projevuje)
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spole¢né s napt. destrukci stanovist’ (Swarts et Dixon 2009) na dal§im dramatickém ubytku

orchideji v ptirod¢.

4.1.1.3 Houby mohou zmirnit citlivost orchideji k nitratiim

Symbiotické houby byly izolovany z jednoho druhu citlivého k nitrathm — Dactylorhiza
majalis. V podminkach symbiotického vysevu in vitro se ¢tyimi z péti testovanych izolata (2
Ceratobasidium, 2 Tulasnella, 1 Serendipita) kli¢ivost D. majalis klesala se zvySujici se
koncentraci nitratu v kultivatnim médiu. Jeden izolat rodu Ceratobasidium zrusil inhibi¢ni
efekt nitratu (Figura et al. 2021). Negativni efekt nitratu na symbiotické kultivace D. incarnata
s houbou Rhizoctonia sp. v podminkach in vitro popisuje Beyrle et al. (1991), 1 kdyz zkoumal
jen jedinou koncentraci (21 mg/l). Inhibici anorganickym dusikem pozorovali rovnéz Dijk et
Eck (1995a), ktefi popisuji, ze protokormy rostouci srodem Ceratorhiza (anamorfa
Ceratobasidium) byly citlivéjsi k nitratim nez Epulorhiza (anamorfa Tulasnella). Bohuzel tato
prace nerozliSuje efekt nitratu a amonného iontu a rovnéz pouziva velmi vysoké koncentrace,
se kterymi se na pfirozeném stanovisti nesetkdme. Nami pozorované snizeni citlivosti k
nitratim pii kliceni D. majalis s jedinym izolatem Ceratobasidium je napadné podobné se
zjisténim chilského tymu u orchideje Bipinnula fimbriata, kde ze Cctyt izolati rodu
Ceratobasidium dva umoznily riist na inhibi¢ni koncentraci dusicnanu amonného a dva nikoli
(Mujica et al. 2021). Bohuzel ani tato studie nerozliSovala efekt nitratu a amonného iontu.
Predeslé prace vysvétlovaly rozdilny efekt rtznych izolati hub zménou vztahu houby
k orchideji z mutualizmu na parazitismus (Beyrle ef al. 1991, 1995; Dijk et Eck 1995a). Nov¢é;si
poznatky ale oteviraji dal$i mozZnost. Rlzné izolaty rodu Ceratobasidium rostly mnohem
rychleji na médiu obohaceném o dusik nez izolaty rodt Tulasnella ¢i Serendipita (Hadley et
Ong 1978; Nurfadilah ef al. 2013). Navic prace Fochi et al. (2017) popisuje absenci genti
kodujicich asimilaci nitratu u Tulasnella calospora na rozdil od rodu Ceratobasidium, které je
ma. Druhy rodu Ceratobasidium jsou navic pocetnéjsi na lokalitach jako opusténé pole nebo
spaleniste, kde 1ze ocekavat vyssi obsah Zivin jako jsou opusténé pole nebo spalenisté (Thixton

et al. 2020; Vogt-Schilb et al. 2020).

Nami testované ,,Ceratobasidium 1°, které umoznilo kli¢eni na inhibi¢nich koncentracich
nitratu tedy mohlo bud’ ztratit schopnost stat se pfi vy$§im mnozstvi Zivin na orchideji
parazitické, nebo jen diky své lepsi schopnosti asimilovat dusik ve formé nitratu mohlo
naptiklad vyuzit nitrdt v médiu a metabolizovat jej, takze nitrat pro orchidej jiz nevykazoval

prekazku pro kliceni (Figura ef al. 2021). Otazkou zlstava, jestli na hnojenych lokalitdch budou
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uptednostnény houby jako ,,Ceratobasidium 1% Tuto moznost by podporoval napiiklad
pozorovany Castéjsi vyskyt Ceratobasidiaceae na uzivnéjsich stanovistich (Thixton et al. 2020;
Vogt-Schilb et al. 2020). Nitrat snizil diverzitu orchideoidnich hub v kotenech dvou chilskych
orchideji rodu Bipinnula a naopak fosfor jejich diverzitu zvysil (Mujica et al. 2016). Podobné
bylo pozorovano i snizovani diverzity erikoidnich hub pii zvySeni koncentrace dusiku a fosforu
v pudé€ na malo Uzivnych stanovistich (Van Geel ef al. 2020) ale 1 u arbuskularnich (Ceulemans
et al. 2019) a ektomykorhiznich hub (Van der Linde ez al. 2018; Lilleskov et al. 2019). Ziviny
vcetné nitratu tvaruji nejen rostlinnd spolecenstva a zjevné sniZzuji pocetnost orchideji na
lokalité (Silvertown et al. 1994, nase vysledky), ale ovliviuji i houbova spolecenstva (Mujica
et al. 2016). Naruast koncentrace dusi¢nani vSak ovlivituje také mikrobidlni spoleCenstva nebo
napft. ovliviiuje rozklad organické hmoty v ptidé (Janssens et al. 2010), ¢imz miize ovliviiovat

1 houby.

4.1.1.4 Vyznam a evoluce nitratové inhibice

U vétSiny rostlin je pfitomnost nitratu v pide signalem pro zintenzivnéni ristu kofenti smérem
k jeho zdroji (Masclaux-Daubresse et al. 2010). Spole¢n¢ s amonnym iontem jsou to nejvic
ptijimané formy anorganického dusiku rostlinou (Masclaux-Daubresse et al. 2010; Dechorgnat
et al. 2011; Alvarez et al. 2012). Orchideje vyhledavaji na Ziviny chudé lokality (Swarts et
Dixon 2017) a po piihnojeni lokality jejich pocty klesaji (Silvertown et al. 1994; Hejcman et
al. 2010; Swarts et Dixon 2017). Zjistili jsme, Ze nitrat inhibuje jejich kliceni 1 v extrémné
nizkych koncentracich (Figura et al. 2019, 2021). Pfedpokladame, a naSe vysledky tomu
naznacuji, Ze orchideje kli¢i na (mikro)lokalitich bez nitratu. Otazkou ale zistava, proc.
Divodem muze byt specializace na misto s nizkou kompetici. Orchideje jsou spiSe S-
stratégové, vyhybajici se kompetici (Dressler 1981). Vzhledem k vysoké mobilité nitratu v Case
a prostoru (Lark et al. 2004; Miller et al. 2007; Kaiser et al. 2010; Dechorgnat et al. 2011;
Bfezina et al. 2019) lze ocekévat, Ze misto, které¢ je v daném momentu nevhodné, se Casem
muZze stat pro kli¢eni vhodné. Jiné v €ase a prostoru proménlivé Ziviny jako ammonny ion nebo
fostat (Lark ef al. 2004; Miller et al. 2007; Biezina et al. 2019) maji pomalejsi obrat. Semena
by tak mohla ,,¢ekat” na vhodné;$i podminky a nitratova inhibice se v evoluci mohla vyvinout
jako mechanismus zabranujici kliceni na lokalitach s velkou kompetici. Obecné se predpoklada,
ze prachova semena maji velmi dobrou schopnost se §ifit a to jak vzduchem, tak vodou
(Rasmussen 1995 a citace tam), coz lze ocekavat vzhledem k jejich minimalni velikosti a

hmotnosti (Leake 1994; Arditti et Ghani 2000). Ptesto nékteré prace, které se Sifenim semen
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experimentalné zabyvaly, popisuji opak (Jersakova et Malinova 2004; Johansson et al. 2014).
Tyto prace ale vyuzivaji lepovych pasti — jakmile se semena nalepi, dal uz nepoleti ani nebudou
unaseny vodou. Kli¢eni orchideji je ¢asto pozorovano zejména v blizkosti matetské rostliny
(Jacquemyn et al. 2017) coz by nizkou mobilitu semen orchideji podporovalo. Je ale mozné, ze
kli¢eni je Castéjsi v blizkosti dospélé rostliny napiiklad z divodu, ze dané misto ma vhodny
pool symbiotickych hub a/nebo vhodné ptidni podminky (napt. absenci nitratu). Vzhledem
k tomu Ze IM rostliny produkuji tisice semen, tak i kdyby vétSina zlstala v blizkosti matetské
rostliny a jen cast se dostala dal, pokryji velké tzemi a mohou lehce kolonizovat vhodna
stanovisteé — tfeba ta méné uzivna. Navic alespon néktera orchidejova semena neztraceji rychle
klicivost (Whigham et al. 2006; Rasmussen ef Pedersen 2012, nase pozorovani kdy 80 % semen
Himantoglosum robertianum klicilo i po 8 letech skladovani v pokojové teploté) a mohou tedy
,»cekat™ na lepsi podminky. Neni znamo, jak nitratova inhibice funguje, jestli se jedna o pouhou
neschopnost nitrat utilizovat, nebo plsobi na néjakou signalni drdhu. Druhd moznost se zda
pravdépodobngéjsi, protoze v ptipadé té prvni by se dal ocekavat spiSe pomalejsi rast rostlin nez
neschopnost vykli¢it a semena by alespon protrhla osemeni a vytvotila malé protokormy, jako
tomu bylo u naSich experimentd na jednoduchém médiu OMA (které obsahuje jen agar a ovesné
vlo€ky, Ercole et al. 2015). Vzhledem k vySe uvedenému bude citlivost k nitratim nejspis
adaptivni vlastnost snizujici mortalitu protokormti na nevhodném misté. Mist s vysokou
koncentraci nitratu recentné piibyva diky intenzivnimu hnojeni poli a atmosferické depozici
dusiku zpét do piidy (Bowman et al. 2008; Engardt et al. 2017; Paladino et al. 2020). Proto je
studium této problematiky nanejvys Zadouci. Vzhledem k tomu Ze i symbiotické houby jsou
ovliviiovany zvySenymi koncentracemi Zivin v pudé, lze ocekavat Ze 1 jiné skupiny
mykorhiznich rostlin obyvajici oligotrofni stanovisté¢ jako napt. hrusSticky budou podobné

stradat jako orchideje.

Nikdy nebyla testovana reverzibilita nitratové inhibice, kterd by se dala testovat napt. in vitro,
pfenosem semen z média obohaceného nitratem na médium bez nitradtu. To by ndm umoZznilo
zjistit, jestli mize napf. vykli¢ené semeno ,,Cekat™ aZ se napf. nitrat z okoli vyplavi. Bylo by
také vhodné zjistit, jestli je nitrat odpovédny piimo za inhibicni efekt, ktery zpisobuje, nebo je

tento efekt zprostfedkovan néjakou jinou formou vzniklou jeho metabolizmem.
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4.2 Biotické interakce

4.2.1 Evoluce mykoheterotrofie

4.2.1.1 Evoluce mykoheterotrofie s albinotickymi formami jako mezi¢lankem

Delsi dobu se ptedpokladalo, ze vzniku mykoheterotrofniho druhu evolu¢né piedchazi prave
albinotické formy a ty pfedstavuji ,,chybé&jici krok* k evolucni fixaci mykoheterotrofniho druhu
(Shefferson et al. 2016). Tyto formy ale maji nizkou fitness (Roy et al. 2013; Gonneau et al.
2014; Shefferson et al. 2016) a zda se tedy malo pravdépodobné, ze mykoheterotrofni druh
vznikne nahlou ztratou schopnosti fotosyntetizovat (Roy et al. 2013). Jeden z diivodl nizké
fitness albinotickych forem jmenovanych v praci Roy et al. (2013) bylo, ze jsou pfili§ napadné
(bila rostlina na obvykle hnédém nebo zeleném pozadi), a proto podléhaji Cast&ji herbivorii
(Roy et al. 2013, vlastni pozorovani). Mykoheterotrofni druhy jsou tmavsiho zbarveni — nejsou
bilé¢ ale hnédé nebo fialové a tedy lépe splyvaji s okolim (Roy et al. 2013). Tuto podminku
spliji druhy Neottia nidus-avis, Monotropa hypopitis 1 ndmi studovand hrusticka P. japonica
subsp. subaphylla na rozdil od kuptikladu albinotické formy P. japonica (Matsuda et al. 2020;
Obrazek 5). Albinotické formy orchideji navic v pfirod¢ diive usychaji, jsou nachylnéjsi
k patogeniim, maji niz§i bazalni metabolismus a maji mén¢ semen s nizsi klic¢ivosti (Roy ef al.
2013). Navic nase vysledky naznacuji, Ze mixotrofni lesni orchideje 1 jejich albinotické mutanty
maji podzemni organy vyzivované téméi vyluéné¢ houbou a nadzemni vlastni fotosyntézou
(Lallemand et al. 2019, viz kapitola 4.2.1.2). V piipad¢ albinotickych forem by tohle
vysvétlovalo, pro¢ maji nadzemni ¢asti malou Zivotnost a méalo semen s nizkou kli¢ivosti,
pokud vibec n¢jakd maji. Roy et al. (2013) navrhuje, Ze evoluéni posun smérem
k mykoheterotrofii vyZaduje alesponn redukci listli a stomat a nové moZnosti ochrany pifed
patogeny a herbivory a ne rychly pfechod k nevitalnim albinotickym formam. Nase vysledky
tuto hypotézu podporuji a to jak u orchideji (Lallemand et al. 2019) tak u hrusticek (Matsuda
et al. 2020).

4.2.1.2 Zdroj uhliku z houbového symbionta a vlastni fotosyntézy

Na rozdil od vétsiny rostlin, orchidejova semena obsahuji jen minimalni mnoZstvi zasobnich
latek, a proto jsou orchideje v ranych ontogenetickych stadiich pln€ zavislé na houbovém
symbiontu (Rasmussen et al. 2015). Podobnou zavislost na houbé zname u hrustickovych
(Tedersoo et al. 2007; Matsuda et al. 2012; Hynson et al. 2013) a Ize ji oCekavat 1 u dalSich
rostlin s malymi semeny (Eriksson et Kainulainen 2011). Dospél¢ orchideje (Jacquemyn et al.
2021) 1 hrusticky (Matsuda et al. 2012, 2020; Lallemand et al. 2017) mohou byt bud’ mixotrofni,

autotrofni nebo heterotrofni. Mira zavislosti mixotrofniho druhu na houbovém uhliku se druh
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od druhu 1isi a existuje plynulé kontinuum od autotrofie po mykoheterotrofi (viz napf.
Jacquemyn et al. 2021). I autotrofni druhy ale mohou od houby néjaké latky ptijimat a nezelené
mykoheterotrofni druhy mtizou poskytovat hyfam jiné benefity — napt. ochranu (Selosse 2014).
Co je autotrofni druh a jestli mykoheterotrofové neposkytuji zadnou ,,odménu®, je stale

predmétem diskuze.

Dalsi nezodpovézenou otazkou bylo, zda se u mixotrofnich orchideji muze liSit mira vyuziti
uhliku z fotosyntézy a z hub v jednotlivych Castech rostliny. Na zaklad¢ obsahu stabilnich
izotopti v riznych orgdnech, miry houbové kolonizace kotenti (Roy et al. 2013; Gonneau et al.
2014), nebo intenzity fotosyntézy (Roy et al. 2013) siln€ji na houb¢ zavislych mixotrofnich
druhti orchideji se predpoklada, ze houba vyzivuje podzemni organy a fotosyntéza nadzemni
(Roy et al. 2013; Gonneau et al. 2014). RaSici pryty u rodt Epipactis, Cephalanthera a
Cymbidium jsou t€émét pIné heterotrofni a po dobu sezony postupné vice vyuzivaji uhlik ze své
vlastni fotosyntézy, pti kveteni a tvorbé semen jsou jiz témef plné autotrofni (Roy et al. 2013;

Gonneau et al. 2014; Suetsugu et al. 2018).

V nasem vyzkumu jsme tuto hypotézu ovéfili analyzou obsahu stabilnich izotopl pfimo ze
skrobu extrahovaného z kotenti u zelenych i albinotickych forem C. damasonium a sledovanim
pohybu znaceného *C, kterym jsme v podobé *CO; znagili listy tohoto druhu. Zimni zasobni
Skrob byl vyznamné obohacen o stabilni izotopy '*C a jeho mnozstvi se nelisilo mezi zelenou
a albinotickou variantou, coZ naznacuje houbovy ptvod jeho uhliku. Znageny '*C se
transportoval jen v minimalni mite do podzemnich organti (Lallemand et al. 2019). Tato zjisténi
jsou v souladu s ptedchozim vyzkumem (Roy ef al. 2013; Gonneau et al. 2014) a umoziuji lépe
vysvétlit, pro¢ maji albinotické varianty méné tobolek s menSimi semeny, kterd maji nizsi
kli¢ivosti. Albinotické varianty ,,po€itaji s uhlikem z fotosyntézy, ktery zelend varianta
dostava, takze houbovy uhlik nezasobuje nadzemni Casti dostatecn€. Zkoumali jsme ale jen
kvetouci rostliny a neni jasné, jestli podobné reaguji i sterilni jedinci, ktetfi fotosyntaty
nepotiebuji na tvorbu kvétl a semen. Na zdkladé predeslych vyzkumi a nasi prace (Roy et al.
2013; Gonneau et al. 2014; Lallemand ef al. 2019) lze pfedpokladat, Ze vyziva podzemnich
organti houbou a nadzemnich vlastni fotosyntézou bude spoleénym znakem vSech mixotrofnich
(alesponi téch vice na houb& zavislych) orchideji tribu Neottieae a mozna dokonce vSech
mixotrofnich Epidendroideae (Roy et al. 2013; Gonneau et al. 2014; Suetsugu et al. 2018;
Lallemand et al. 2019). Bylo by ale vhodné prozkoumat vice druhii. Obdobné pozorovani, ze
podzemni organy byly vice obohacené o stabilni izotopy '*C neZ nadzemni je i u hrusti¢kovych

a to jak v nasi praci u P. japonica (Matsuda et al. 2020) tak u P. chlorantha v préaci Johansson
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et al. (2015). V ptipad¢ studované P. japonica jsme ale pozorovali, ze kotfeny a oddenky
zelenych rostlin byly obohacené méné, nez u albinotickych variant, na zéklad¢ ceho
pfedpokladdme piesun alesponn casti fotosyntath do podzemnich organd, ktery bude
pravdépodobné jesté o néco vyssi nez u orchideji (Matsuda ef al. 2020). Zatim ale neexistuje u
hrusticek zadna prace vyuzivajici znacCeni stabilnimi izotopy, ani takova, kterd by sledovala
obohaceni hrusti¢ek stabilnimi izotopy v priitbéhu roku. V budoucnosti by bylo dobré takové
experimenty provést, abychom védéli, zda-li se mnozstvi houbového uhliku v prabéhu roku lisi

a jaké mnozstvi se presouva z nadzemnich ¢asti do podzemnich a vice versa.

4.2.1.3 Specializace k houbovému partneru

Formy mixotrofnich rostlin s redukovanymi ale zelenymi fotosyntetizujicimi listy (jako je
P. japonica f. subaphylla) se specializuji, dokonce vice nez albinotické formy, na urcitého
houbového symbionta, pravdépodobné takového, ktery dodava nejvice uhliku (Matsuda et al.
2020). V této praci byl studovany druh P. japonica specializovany na rod houby Russula a
prave fenotypy s nizsi fotosyntézou byly vice specifické ke konkrétni houb¢. Nejselektivnéjsi
byla pravé P. japonica f. subaphylla, ktera asociovala s druhym nejcastéj$im izolatem ,,Russula
2. Tato forma se zakrn¢€lymi listy nesdilela symbiotickou houbu ,,Russula 2 se zelenou
mixotrofni P. japonica, na rozdil od albinotické formy, ktera nejdominantnéjsi ,,Russula 1% se
zelenou P. japonica v ramci lokality sdilela (Matsuda et al. 2020). ZjiSténi, Ze albinotické formy
maji podobné ne-li stejné houby v kotenech jako jejich zelené varianty popisuje i prace
Suetsugu et al. (2019) na orchideji Goodyera velutina nebo prace Suetsugu et al. (2017) na
druhu orchideje Epipactis helleborine. Ptedchozi prace Matusda et al. (2012) ukazuje také na
zvySenou specifitu P. japonica k Russula spp. pii zhorSeném osvétleni, tedy pii sniZené
schopnosti rostliny fotosyntetizovat. Pfirozené zastinovani lokality obvykle trva delsi dobu a
rostlina ma moznost se postupn¢ ptizpusobit (Selosse et Rousset 2011). Na druhou stranu
mixotrofni rostliny jsou nejcastéji generalisté, coz jsme pozorovali pii studiu dvou mixotrofnich
krustikd Epipactis helleborine a E. neglecta (Jacquemyn et al. 2021), zatimco mykoheterotrofni
a v dospélosti autotrofni (nebo témeétr autotrofni) druhy jsou obvykle vice specifické
(Jacquemyn et al. 2021). Mykoheterotrofni druhy jsou sice typicky specializované, vyjimkou
je snad jen druh Pyrola aphylla (Hynson et Bruns 2009) ale zde existuji pochybnosti, naptiklad
se neda vyloucit tzv. kryptickd specializace (Suetsugu et al. 2021). Pravé malolisté druhy
dlouho povazované za mykoheterotrofni, byt podle nové¢jSich vyzkumt s minimalni schopnosti

fotosyntetizovat, jako je Limodorum abortivum (Girlanda et al. 2006) a Corallorhiza trifida

29



(Zimmer et al. 2008; Cameron 2009), jsou specifické. Tak jako nami studovana hrusticka P.
Jjaponica f. subaphylla i témét bezlisty druh orchideje Limodorum abortivum asociuje dokonce
pravé s houbami rodu Russula (Girlanda et al. 2006). Asociace s rodem Russula byla u
mykoheterotrofnich rostlin pozorovana casto, vétSinou jako dominantni nebo dokonce jediny
symbiont. Navic k vySe uvedenym rostlindm asociujicich s rodem Russula patii napiiklad
druhy Monotropastrum humile (Bidartondo et Bruns 2001), Monotropa uniflora (Kong et al.
2015) rod Lecanorchis (Okayama et al. 2012) nebo Erytrorchis (Dearnaley 2006; Ogura-
Tsujita et al. 2018 a citace tam). Je mozné, ze nékteré houby jako napi. rodu Russula mohou
byt 1épe schopny uzivit 1 t¢émet mykoheterotrofni a mykoheterotrofni rostliny a tyto rostliny se
na né pravé pro to specializuji. V tropech, kde jsou ektomykorhizni houby mén¢ Casté, zivi
mykoheterotrofni rostliny casto arbuskuldrni houby, zejména ze skupiny ,,Glomus A*
(Bidartondo et al. 2002; Yamato et al. 2011a; Suetsugu et al. 2012) nebo saprotrofni houby
(Martos et al. 2009). Zajimavé je, ze saprotrofni houby s mykoheterotrofnimi rostlinami
neasociuji mimo tropické oblasti. Dlivodem miize byt, Ze je nedokézou uzivit (Martos et al.

2009).

Dva vySe zminéné druhy orchideji Corallorhiza trifida a Limodorum abortivum jsou nejenom
specifické, ale jsou i hnédé nebo nafialovélé, splyvajici s podkladem podobné jako nami
studovana hrusticka P. japonica f. subaphylla (Girlanda et al. 2006; Zimmer et al. 2008;
Cameron 2009; Obrazek 5). Lepsi splynuti s prostfedim na rozdil od albinotickych forem
umoziuje eliminovat nadmérnou herbivorii, kterd je u albinotickych forem pozorovana (Roy et
al. 2013). Zminéné orchideje a hrusticka s redukovanymi listy se tedy zdaji byt postupnéjsi,
méné piimocarejsi evoluéni krok smérem k vzniku mykoheterotrofniho druhu z mixotrofniho
nez albinotické formy a takovyto ,,mezi¢lanek™ se zakrslymi listy lze pozorovat i napf. u
skupiny Pyrola picta, kde jedinci Pyrola aphylla vyjime¢né produkuji miniaturni zelené listy

(Hynson ef Bruns 2009).
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Obrazek 5: Albinotické formy orchideji (A-C); mixotrofni druhy orchideji s redukovanymi listy jako pravdépodobnéjsi

mezikroky k evoluci k mykoheterotrofnimu druhu (D-F) a nefotosyntetizujici mykoheterotrofni druhy (G-H). Cephalanthera
damasonium, albinotické a v pozadi zelena rostlina (A); Epipactis purpurata albinoticka forma (B); Cephalanthera rubra,
albinoticka forma, ale pravdepodobné s castecné funkcnim fotosyntetickym aparatem (C); mixotrofni, ale hnédé zbarveny druh
Corralorhiza trifida rostouci na zajimavé lokalité — vysokohorské tundre se zakrslymi druhy rodu Salix sp. (D); detail kvétenstvi
Corralorhiza trifida (E),; mixotrofni ale fialové zbarveny druh Limodorum abortivum (F); mykoheterotrofni druhy Epipogium
aphyllum (G) a Neottia nidus-avis (H)

4.2.1.4 Generalizmus vs. specificita

Nekteré studie popisuji druhy orchideji jako specifické k houbovym symbiontim (Schiebold et
al. 2017; Shefferson et al. 2019) a vice versa (Jacquemyn et al. 2015; Jacquemyn et al. 2016a;
Jacquemyn et al. 2017; Waud et al. 2017). Otazka specificity je ale nejasna. Casto jsou
v kofenech nalézany houby, u kterych se neptfedpoklddd, Ze jsou symbiotické, a jsou
povaZzovany za endofyty. Takovéto houby ale mohou pfispivat urcitou mirou k prospéchu
orchideje. Na druhou stranu nékteré druhy oznadované jako generalisté mohou byt ve
skuteCnosti tzv. ,,zdanlivi generalisté”, ktefi asociuji s jednou dominantni skupinou hub a
ostatni jsou jenom endofyti nebo dokonce paraziti (Shefferson et al. 2019). Do této kategorie
z nasi studie zapada Neottia nidus-avis, jednak Platanthera chlorantha. V ptipad¢ orchideji
rodu krustik (Epipactis) se ale na riznych lokalitach (Jacquemyn ef al. 2021) 1 v ramci arealu
houbové spolecenstva v kotenech lisi (Xing et al. 2020) a zadna houba vyrazné¢ nedominuje

(Jacquemyn et al. 2021). Krustiky (a patrné i nékteré jiné mixotrofni rostliny) jsou tedy nejspise
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oportunisti, kteti si vybiraji z lokaln¢ dostupnych hub a nejsou tzce specializovani jak bylo
navrzeno predtim (Schiebold ez al. 2017), resp. takovato uzka specializace u orchideji nenastava

Casto (Jacquemyn et al. 2021).
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5. Zavéry

Cile byly splnény a Ize shrnout nasledujici:

1. Vétsina testovanych druhti orchideji je citlivd na nitrat v nizkych koncentracich. Sila
inhibi¢niho efektu odpovida wzivnosti stanovist¢ daného druhu, Ellenbergovym
indika¢nim hodnotdm a koncentraci nitratu na lokalité. Oligotrofni druhy jsou citlivéjsi
k niz§im koncentracim nitratu nez ty rostouci na vice eutrofnich lokalitach. Lze
predpokladat, ze nitrat je alespon ¢astecné odpoveédny za recentni Ubytek nékterych
druhti orchideji z ptirody.

2. Citlivost orchideji k nitratu miize zaviset na identité symbiotické houby. Pfinejmensim
jeden izolat rodu Ceratobasidium mlze umoznit kliceni na jinak inhibi¢nich
koncentracich.

3. U orchideji tribu Neottiineae zasobuji houbovi symbionti pfedevsim podzemni orgéany,
zatimco fotosyntéza nadzemni, vcetné tvorby semen. Transport fotosyntati do
podzemnich orgdnd je minimalni.

4. Albinotické formy mixotrofnich rostlin maji velmi nizkou fitness. U orchideji to mize
byt zplisobeno mimo jiné tim, Ze nadzemni ¢asti jsou ziveny pievazné fotosyntézou,
ktera u albinotickych forem chybi.

5. Formy se zakrslymi listy se specializuji na urcit¢ého houbového symbionta,
pravdépodobné takového, ktery ,poskytne vice* uhliku. Takovato postupna
specializace je pravdépodobnéjsi evolu¢ni cestou z mixotrofie k mykoheterotrofii nez
nahly skok pfes albinotické formy.

6. Obsah stabilnich izotopl neodrazi zmény v houbovém spolecenstvu v koteni orchideje.
Predeslé zjisténi, Ze vysoky obsah '°N je zplisoben vysokym podilem Ascomycota,
zejména Tuber sp., se nepotvrdilo. Mixotrofni druhy krustik obsahuji v kofenech vétsi
diverzitu hub nez autotrofni nebo mykoheterotrofni druhy, coz nasvédcuje, Ze jsou

generalisté.
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6. Conclusions

The aims of this study were achieved and can be summarized as follows:

1. Most of the studied orchid species are sensitive to extremely low concentrations of
nitrate. The strength of the inhibitory effect on germination correlates with the habitat nutrient
level, the Ellenberg indicator values and the nitrate concentration at the site from which the
seeds of studied plants have originated. Oligotrophic species are more sensitive to low nitrate
concentrations than those growing on more eutrophic sites. It can be assumed that nitrate is at

least partly responsible for the recent decline of some orchid species in the wild.

2. The sensitivity of orchids to nitrate may depend on the identity of the symbiotic fungus.
At least one Ceratobasidium fungal isolate may allow germination at otherwise inhibitory

concentrations.

3. In mixotrophic orchids of the Neottiineae tribe, underground parts mainly rely on carbon
supplied by fungal symbionts as the plant photosyntates transfer to belowground organs is
minimal. They are instead used for the growth and development of the aboveground parts,

including seed production.

4. Albino variants of mixotrophic plants have very low fitness. The reason for this, at least
in orchids, may lie in the aforementioned differences in nutrient acquisition between above-
and belowground organs. Since the aboveground parts of green mixotrophic orchids rely on

photosynthates for their growth, their albino variants suffer from insufficient nutrition.

5. The gradual reduction of leaves in mixotrophic species together with specialisation
towards fungi which are more efficient in carbon supply to the plant is a more likely
evolutionary pathway from mixotrophy to mycoheterotrophy than a sudden loss of

photosynthesis, as observed in albino plants.

6. The stable isotope content does not reflect changes in the fungal community in the
orchid root. The previous findings that the high '°N content is due to a high proportion of
ascomycete fungi (Ascomycota), especially Tuber sp., was not confirmed. Within the genus
Epipactis, mixotrophic species that engage in broad interactions with mycorrhizal fungi unlike

autotrophic or mycoheterotrophic, can be considered true generalist.
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