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ABSTRACT

Eutrofication is one of key factors affecting deeliof orchid populations in nature. Although this
phenomenon has been observed many times and isalignaccepted, there is very little
information about the mechanisms of eutrofication wrrestrial orchids of temperate or
Mediterranean climatic zone. In principle, two med# action may occur: direct toxic effect of
higher nutrient content on orchids or their mycizah fungi, and/or indirect effect mediated by
altered competition with surrounding vegetatiotested the significance of direct effect in a three
year lasting pot greenhouse experiment using Meditean orchicerapias lingualndirect effect

of eutrofication was excluded by omitting any cdtismted plant species, eutrofication was
simulated by the series of nutrient solutions. firfest concentrated basic solution containing 6 mM
N-NOz, 2.4 mM N-NH*, 2 mM P, 8 mM K, 2.6 mM Ca a 2 mM Mg was graduailuted with
distilled water in 1:1 ratio, in order to prepare £ 8, and 16x diluted treatments. No data
suggesting direct negative effect of eutroficatimnorchids were obtained. After the first growing
season, no effect of simulated eutrofication onrtii® of fresh mass of tubers in 2007 and 2006
(FM2007FM2006) was observed. The highest value of this coefficisas 7.79, SD=2.68, n=115.
Positive effect of higher nutrient availability ¢ime FMeood FM2007 was observed after the second
growing season, during which the nutrient demans migher due to higher count of greater plants
planted in individual pots. For example, the medfedod FM2007 value ofS. linguatreated with
16x diluted solution was 1.21 (SD=0.31, n=23), @hibr plants treated with undiluted basic
solution was the mean 2.20 (SD=0.58, n=23). Theselts strongly support the opinion that
indirect, by competition mediated effect of euttafion on adult, photosynthezising plants is
responsible cause decline of orchid populationthedoublished evidence was discussed with this
respect.
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uvoD

Vstavaovité (Orchidaceae) jsou nejminsjSi a nejrozman¥{Si celedi kvetoucich rostlin na Zemi.
BohuZzel se zarovejedna oceled’, ktera je fisobenintlovéka velmi ohrozena, zejménatkvsvym
specifickym narokm na zivotni prosedi. Vyraznym faktorem podilejicim se na Ubytku
vstav&ovitych je bezesporu eutrofizace souvisejici setr§pa zentdélskym hospod&nim
v krajing a s automobilovou dopravou. Bylo publikovangkalik studii, jejichZ autti se zabyvali
vlivem eutrofizace na orchideje (Dijk & OIff 19984)attila & Kuitunen 2000, Dijk & Eck 1995,
Hejcman et al. 2010). Bezpriésstini icina Gbytku lokalit a zmenSovani populaci orchidmi
eutrofizaci ovSem dosud neni zndma. Uvazovan jepfaky negativni vliv zvySené dostupnosti
zivin na metabolismus orchideji a jejich mykorhizeymbi6zy, pofipadt negimy vliv
zprostedkovany ovliveénim kompetice s jinymi rostlinnymi druhy. Pro efeki ochranu
a management lokalitthto rostlin je proto @lezité poznat mechanizmus ovldm jejich ristu

eutrofizaci.

V kultivaénim experimentu jsem se zabyvalingym vlivem zvySenéhoifsunu Zivin na st

a mykorhizni symbiézu mediteranni orchid&erapias linguaVzhledem k absenci kompetujicich
rostlin v piibéhu kultivace jsem byla schopna vytiunepimy vliv eutrofizace, spojeny se
zmenou kompetice, a odhalitifpadny gimy negativni efekt zvySené dostupnosti zZivin fat r
orchideji a jejich mykorhizni symbiézu. Vysledky mn docilené jsou nejeniippivkem
k pochopeni biologie orchideji, ale mohou naléziraktické uplaténi prfi zachrannychex situ
kultivacich &chto rostlin (Swart & Dixon 2009).

MATERIAL A METODIKA

Rostliny byly gstovany ve studeném skleniku, kde byla teplotaloggna tak, aby simulovala
podminky na firozeném stanovisti drdhv mediterannich oblastech. V celém obdobi kul&vac
nebyly tyto rostliny nikdy zagné inokulovany orchideoidnimi mykorhiznimi houbami.

Rostliny byly zasazeny po jedné do polyethylenovgatinast TEKU 0350 (Pdppelmann, Lohne,
Némecko) o rozrrech 90x90x95mm. Jako substrat byla pouzitassmeolitu klinoptilolitu
o velikosti ¢astic 1,5—-2 mm (Zeocem Bystré, Slovensko) a org@hiz substratu na bazi &k
atmavé raSeliny Klasmann Substrate No.1 (Klasni2eifmann, Geest, &necko), v ponsru
1:1 vol/vol. Pokusnych rostlin bylo celkem 115e® zasazenim byly zvazeny a réledy do
23 bloki s giblizné stejnou hmotnosti, v jejichz ramci bylo jednotliwyrostlinam nahodh
pfitazovano 5 experimentalnich varianténiito variantami byla zélivka roztokem g€iznou
koncentraci Zivin. Pro simulovanou eutrofizaci p§ipraven jako vychozi roztok varianty 4x, ktery
obsahoval v 1 litru destilované vody 193 mg NH4NG®0 mg MgS04-7H20, 614 mg
Ca(NO3)2:4H20, 137 mg K2ZHPO4-3H20, 191 mg KH2PQ4,mg K2S04, 16 mg FeNaEDTA,
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15 mg MnCI2-4H20, 1,5 mg Kl, 3 mg H3BOS3, 4,8 mg D4S7H20, 0,05 mg CuSO4-5H20,
0,25 mg Na2Mo0O4-2H20 a 0,024 mg CoCI2-6H20. Teortok, obsahujici 7,6 mM N-NO3-,
2,4 mM N-NH4+, 2 mM P, 8 mM K, 2,6 mM Ca a 2 mM Ndgl postupi recén destilovanou
vodou vzdy v poréru 1:1,¢im byly piipraveny varianty 2x az 0,25x.

Mineralni vyziva byla rostlindm aplikovana ve farmoztoku vzdy po 50ml, coZ je mnozstvi nad
zadrznou kapacitu substratu v kontejneru. Zalivida laplikovana v prvni sezértiikrat, poprvé
25. 2. 2007, podruhé 24. 3. 2007 aiptitl7. 4. 2007. Analogicky byla zalivka rostlindm
aplikovana ve druhé sezfira to v datech 26. 2. 2008, 23. 3. 2008 a 200882Pro hodnoceni
rastu rostlin byly po prvnim roce kultivace hlizy myjity z kontejneru, &Stény Sttcem, spéitany,
zvazeny a vSechny zasazenytzo pivodniho substratu, po druhém roce kultivace bykazena
vzdy pouze jedna hliza.fiPsazeni po druhém roce kultivace byla do substpiitiana jest
membrana pro hodnoceni rozvoje mimigamvého mycelia (ERM).

Rist rostlin byl hodnocen jako pet a cerstva hmotnost (FM, angl. fresh mass) fofgeh
zasobnich hliz vzdy v obdobi kiini dormance, tedy na podzim let 2007 a 2008. Ratistické
hodnoceni dat byly vypteny i koeficienty mezisezénniho fipistku FM zasobnich hliz.
Koeficient Fvoo7FM2006 je podilem celkové FM vSech zasobnich hliz jedwath rostlin po
prvnim roce kultivace a FM zasobnich hliz jedngtiv rostlin na z&tku kultivace; analogicky
koeficient FMeoogFM2007 je analogicky podilem celkové FM vSech zasobnilth jednotlivych
rostlin po druhém roce kultivace a celkové FM vSe&hobnich hliz jednotlivych rostlin po prvnim
roce kultivace. Koeficient FbogdFM20osintegruje piriistek za oba dva roky kultivace.

Mimokofenové mycelium (ERM) bylo ze substratu vyextrahavgomoci techniky vnené
membrany (Balaz & Voséatka 2001, obr. 1)). Ze su#idstkazdé kultivéni nadoby byla vyjmuta
membrana s narostlym myceliem, ktera byla oban@®0&% trypanovou mdd v laktoglycerolu
(stejné objemové dily 80% kyseliny nitéé, glycerolu a destilované vody; Brundrett et1&84).
Preparaty pro hodnoceni denzity ERM (délky myceliztazené na jednotkovou plochu
membranového filtru) byly pozorované a nahbtgbrana mista na membgahyla fotografovana
pomoci s¥telného mikroskopu Olympus BX-50 s objektivem 4x digitalni kamerou
Olympus C-5050Z. Vzniklé snimky byly hodnoceny pamo prisetikové metody
(Gryndler et al. 2004).

Obr. 1: Mimokdgenové mycelium (erm) izolovanéimp pomoci techniky viiené membrany.
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Pro vyhodnoceni kolonizace i@ mykorhizni houbou byl 27.3.2009 z kazdé rostlieloran

jeden reprezentativni ken. Odebrany Ken byl rozdlen na ti Useky - bazi, $ed a apex.
Z kazdého Useku bylo zhotoveno 5 kompletnich telmkiezi a ty byly nasled& barveny
0,01% kyselym fuchsinem v laktoglycerolu. Preparégly fotografovany pomoci $telného
mikroskopu Olympus BX-50 s objektivem 4x a digifdkamerou Olympus C-5050Z. V ramci
kazdéharezu bylo vyhodnoceno procentudlni zastoupeni kartikh bugk s intaktnimi pelotony,
kolabovanymi pelotony a nekolonizovanych Bkikortexu, gicemz jako potenciondlni hostitelské
buiky byly uvazovany pouze ty vrstvy primarnirk, které mohou byt houbou kolonizovany
(obr.2).

Obr. 2: Kolonizace adventivniho #ame S. lingua hyfami mykorhizni houby, ktera uivnitrek
primarni kiry tvor typické pelotony, které jsou diuntaktni (ip) nebo kolabované (kp). Uvnit
burek jsou viditelnd jadra (j).

VYSLEDKY A DISKUZE

Tvorba zasobnich hliz

Mezisezonni koeficienterstvé hmotnosti hliz Fkdo7FM2006 u druhu Serapias linguanebyl
statisticky pfikazre ovlivnén riznymi davkami mineralnich zivin (F=0,55; P=0,70)jrpérna
hodnota tohoto koeficienttinila 7,79 (SD=2,68; n=115). Naproti tomu v druhénce kultivace
byly zjiSteny statisticky pitkazné rozdily mezisezoénniho koeficientu feb/FM2007 v zavislosti na
riznych davkach mineralnich Zzivin (F=22,08; P<0,000ySSi davka mineralnich zivin tedy
pozitivré ovlivnila rast rostlin, koeficient FidoogFM2007 byl nejwtsi pi nejvyssi davce mineralni
vyzivy (2,20; SD=0,58; n=23) a nejmensi pejniz§i davce mineralni vyzivy (1,21; SD=0,31;
n=23). Pimérnd hodnota koeficientu FdogFMz2007 ¢inila bez ohledu na vyzivovou variantu
1,57 (SD=0,55; n=115). Rozdily vastu v sez6& 2007/2008 se projevily i v mezisezénnim
koeficientu FMoodFM2006 kdy se podle vyzivovych variant statistickyakazre lisily (F=13,78;
P<0,01); opt byl v ptiméru nejvyssi ve variattdx (17,24; SD=7,54; n=23) a nejnizsi ve vadant
0,25x (9,34; SD=4,14; n=23). Meztipistkem hmotnosti hliz rostlin v prvni sezpnyjadenym
koeficientem FMoo7FM2006 a vychozi hmotnosti hliz (Fioe) byla statisticky pikazna korelace
(Spearmaiiv korelani koeficient R=-0,77, P<0,001, n=115). Tento vzigh nelinearni (obr. 3.)
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a ukazuje, ze nejvySSi potencidtirpstku nely rostliny s nejmensi vychozi hmotnosti hliz.

Obdobné zavislost po druhém roce kultivace se pitajpouze u rostlin z varianty 4x (obr. 4), tedy
téch, které nily nejvySSi hodnotu koeficientu FldbgFM2007 (Spearmaiiv korelani koeficient
R=-0,49, P=0,02, n=23).

Obr. 3: Zavislost koeficientu mezisezonnihdristku FM2007/FM2006 na‘erstvé hmotnosti
zasobnich hlizied zaatkem experimentu (FM2006). Mocninnou zavislosti jsrolozena vSechna
data (n=115).
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Obr. 4: Zavislost koeficientu mezisezonnihtristku FM2008/FM2007 na‘erstvé hmotnosti
zasobnich hliz druhu Serapias lingua po prvnim realivace (FM2007). Mocninnou zavislosti
jsou proloZena data z varianty 4x (n=23).
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Denzita mimokofenového mycelia

Denzita mimokéenového mycelia mykorhizni houby byla statistickikazre ovlivnéna tiznymi
davkami mineralni vyzivy (F=3,08; P=0,04; tab. Kdy nejvyssi denzita byla zjiSta u varianty s
nejvyssi dostupnosti zivin (4x), nejnizsi hodnoyylmaopak zji&ny pro varianty 0,25x a 0,5x.
Zjisténa hustota mimokenového mycelia tedy virstala se zvySujici se koncentraci Zivin v
Zivném roztoku. Existuji dvmozna vysutleni €chto rozdil: zalivka roztokem s vySSim obsahem
Zivin, zejména N, mohla zlepSit C/N ponv substratu, ktery mohl bytianivejsi pro saprotrofni
riast OM houby. Druhou variantou je, ze vySSi husteiM byla zgisobena vy3Sim biotrofnim
pienosem C latek z keni orchideje do ERM. Pro tento jev, ktery byl popkv@ntifikovan teprve
nedavno (Latalova a Balaz 2010)¢dd zjiSttna pozitivni korelace mezi hmotnosti sazenych hliz

(FM2009) a zjiS€nou denzitou ERM (Pearsimr=0,513, P=0,004).

Tab. 1:Vliv mineralni vyzivy na denzitu mimékaeového mycelia (ERM) mykorhizni houby

Efekt d.f./n denzita ERM
typ hnojeni 1 3,78 (0,07)
mn,u_:ralnl 4 3,08 (0,04)

vyZiva

0,25x 3 44,08 (13,16) a

0,5x 6 30,43 (15,54) a

1x 6 48,40 (25,16) ab
2% 6 47,55 (29,88) ab
4x 5 71,90 (22,07) b

Kolonizace kaeni

Mykorhizni houby vytvéely ve stednich vrstvach Kenového kortexu vSech rostlin pelotony
typické pro OM mykorhizu, které byly duintaktni, nebaiast&ne ¢i upln¢ zkolabované. Vyskyt
intaktnich pelotofi byl statisticky piikazre ovlivnén efektem mineralni vyzivy a byl odlisny
i v zavislosti na hodnoceném segmentieke (obr.5). Byl zji%n vySSi vyskyt intaktnich pelotén

v bazalnich a gednich segmentech i#emi rostlin z variant 0,25x a 0,5x. V apikalnim segtmen
korene byl navic zjign velmi maly vyskyt nejen intaktnich, ale i kolalamych pelotof a tedy

i celkové kolonizace u vSech variant mineralni vyzi- celkova kolonizacginila v praiméru
12,8 % (sd=23,3 %, n=30; tab. 2).
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Obr. 5: Kolonizace keéen: mykorhizni houbou v zavislosti naznych davkach mineralni vyzivy
(4x az 0,25%) a na segmentusieme (B — baze, M —sd, A—apex).

M Intaktni pelotony [1kolabované pelotony
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Tab. 2: Vysledky analyz rozptylu s opakovanymeirenimi kolonizace keni (bazalni, stedni
a apikalni segme.nt). V tabulce jsou uvedeny vigldetest, v zavorkach jejich statistické
prikkaznosti. MV — mineralni vyziva, SG — segmeidria

minerilni vvziva 0,55 (0,702)
Intakini segment 28,08 (<0,001)
pelotony
MV =SG 3,25 (0,005)
mineralni vvziva 1,72 (0,178)
Kolabovane
segment 99,76 (<0,001)
pelotony
MV=SG 0,44 (0,288)
minerilni vvZiva 0,43 (0,785)
Ce}ko.va segment 139,17 (<0,001)
kolonizace
MV *SG 0,88 (0,541)
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ZAVER

Vysledky experimentu ukazuji na neexistendingho negativniho {sobeni simulované
eutrofizace natist orchideji. Vzhledem k mnohokrate zdokumentovanéaktu, Ze eutrofizace na
lokalitach vede k poSkozeni populaci orchidejiziigimé, Ze ¥Si vyznam v tomto ifpact bude

mit negimy, kompetici zprogedkovany efekt eutrofizace, v minulosti opakavaivadny jako
pravcEpodobné vysétleni tohoto jevu (Silvertown et al. 1994, McKerokril996, Mattila &
Kuitunen 2000, Hejcman et al. 2010). Z tohoto pdhlese jevi vysoka dnnost managementu
lokalit orchideji zalozeného na spas&nikoseni nasledovaném odnosem biomasy, empiricky
owteného jako velmi &inné opaiteni (Wotavova et al. 2004, J&keva et al. 2006), jako logicky
disledek existence kompetici zpri@stkovaného negativnih@ggobeni eutrofizace.
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