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Abstrakt

Prace se zabyva rodem Neotinea z fylogenetického, molekularniho a ekologického pohledu. Vétsina
jeho zéastupci byla dlouhodobé fazena do rodu Orchis a k vyc€lenéni doSlo az s vyuzitim
molekularnich metod. V ramci Orchidinae je Neotinea sesterska ke skupiné rodi Anacamptis,
Serapias, Ophrys a Himantoglossum. Platné popsano je 6 druhii. Soucasna situace pod vlivem novych
poznatkd vyzaduje revizi zejména u N. tridentata, ktera obsahuje n¢kolik dobtfe odliSenych linii
a stala u zrodu tetraploidni N. commutata. Neni téz doteSeny vztah mezi N. lactea a N. conica.

Velikost genomu v ramci rodu se pohybuje v rozmezi 6,48 pg u N. maculata do 31,14 pgu N. lactea.
Vsechny taxony kromé N. commutata, jejiz tetraploidni ptivod je diskutovan, jsou diploidni (2n = 42).
V rod¢ se uplatiiuje parcialni endoreplikace. Rozsah endoreplikované DNA je uzky nehledé na
rozdily ve velikosti genomu. Druhy preferuji oteviena mirn¢€ bazicka stanovisté. V mykorhiznich
interakcich se jevi generalistické s preferenci pro Ceratobasidiaceae. Na urovni reprodukcnich
strategii rod Neotinea upiednostituje generativni mnozeni. N. maculata je autogamicka, ostatni druhy

jsou cizosprasné, potravné $alivé, s pravdépodobnym podilem sexuélni decepce u N. ustulata.

Klicova slova: endoreplikace, fylogeneze, mykorhiza, Neotinea, opylovaci, Orchidaceae, taxonomie

Abstract

The thesis deals with the genus Neotinea from the phylogenetic, molecular and ecologic points of
view. Most of its species have been classified in the genus Orchis until the use of molecular methods.
Within the Orchidoideae, Neotinea forms a sister clade to the genera Anacamptis, Serapias, Ophrys
and Himantoglossum. Six species are accepted now. The current taxonomic circumscription calls for
a revision under the influence of new knowledge. Especially in N. tridentata, which contains several
well-differentiated lineages and is the ancestor of the tetraploid N. commutata. Also the relationship
between N. lactea and N. conica remains unresolved. The genome size within the genus ranges from
6.48 pg in N. maculata to 31.14 pg in N. lactea. All species except N. commutata, whose tetraploid
origin is debated, are diploid (2n = 42). Partial endoreplication is present in the genus. The range of
endoreplicated DNA is relatively narrow regardless of differences in genome size. Species prefer
open, slightly basic habitats. In mycorrhizal interactions they appear generalistic with a preference
for Ceratobasidiaceae. At the level of reproductive strategies, the genus Neotinea prefers the
generative mode over the vegetative one. N. maculata is autogamous, the other species are

allogamous, food deceptive, with some degree of a sexual deception in N. ustulata.
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Uvod

Hlavnim centrem diverzity orchideji (Celed’ Orchidaceae) v Evropé je Sttedomoii. Vyznamné sem
zasahuji dvé tretiny evropskych rodt, kdy pro nekteré je Stfedomoii zaroven centrem druhové
diverzity. Mnoho rodu vSak neni rozSifenim vazano jen na blizké okoli Stfedozemniho mofte, ale
vstupuje i dale do vnitrozemi. Jednim takovym rodem je i Neotinea Rchb.f., jejiz aredl se rozprostira
od Madeiry na zapad¢, ptes Maroko na jihu a Ural na vychod¢ az do severniho Estonska (Kiihn ef al.
2019).

Jméno Neotinea je sloZzeninou feckého vyrazu ,,neo®, ,,novy*, a ptijmeni italského botanika Vicenza
Tinea (1791-1836). Rod se do roku 1852 jmenoval pouze Tinea, tehdy si vSak H. G. Reichenbach,
autor nového jména, uvédomil problém stejného latinského nazvu u zéstupce zivocisného tadu
Lepidoptera. Pied pfijmeni botanika ptidal pfedponu, ¢imz bylo jméno zménéno a pocta védci
zachovéna (Reichenbach 1852).

Spole¢nymi morfologickymi znaky rodu jsou podzemni kulovita hliza, pfizemni razice protahlych
listd a lodyha zakoncend protdhlym klasem velmi nahlouc¢enych kvéti. Kvéty jsou resupinované
(ptetocené o 180°), jak je v celedi Orchidaceae typické (Ames 1938). Skladaji se z ptilby (utvoiené
sbihanim tepal®) a na tii dily ¢lenéného pysku, ktery mize mit stfedni ukrojek dale mirn¢ ¢lenény.
Velmi casta je i skvrnitost pysku. Uprostted kvétu se nachazi sloupek nesouci bliznu a brylky.

Rod byl sice popsan jiz v prvni poloviné devatenactého stoleti, ovSem teprve na prelomu druhého
tisicileti doslo diky molekularni analyze k zaclenéni dalSich (vétSiny) druhii (Bateman et al. 1997;
Pridgeon et al. 1997). Nicméné 1 v soucasné dob¢ pretrvavaji nejasnosti v pozici a rovni nékterych
taxond.

Ackoli Neotinea nepatii k velkym orchidejovym rodiim, je zde pfitomna znacnd mezidruhova
variabilita a nejasné taxonomické vymezeni jednotlivych morfotypti. V rodé€ doslo i k polyploidizacni
udalosti. Tyto skute¢nosti ¢ini z jeho zéastupcli zajimavé modely umoziujici srovnani rtiznych

strategii v ramci evolu¢né blizké skupiny.

Cile prace

Ptedlozena prace si klade za cil poskytnout komplexni ndhled na rod Neotinea s diirazem na evropsky
areal. Prostfednictvim reSerSe literatury tak budou shrnuty soucasné poznatky z oblasti fylogeneze
a taxonomie, molekularnich specifik i biotickych interakci s dal§imi organismy. Prace téz upozorni
na konflikty v prezentovanych studiich i na zatim nevyjasnéné oblasti poznani tykajici se rodu

Neotinea.



1 Fylogenetické postaveni rodu Neotinea a predstaveni
jeho zastupcu

1.1 Fylogenetické postaveni rodu Neotinea v ramci €eledi Orchidaceae

Celed’ Orchidaceae Juss. obsahuje celkem vice nez 30 087 taxond na urovni druhu a jeji druhové
bohatstvi je rozprostieno mezi 705 v soucasnosti uznanych roda (POWO 2023). V ramci celedi
Orchidaceae je rozezndno 5 podceledi — bazéalni Apostasioideae Horan., postupné se oddélujici
Vanilloideae (Lindley) Szlachetko, Cypripedoideae Kostel. akorunové Orchidoideae Eaton
a Epidendroideae Kostel. Posledni dvé podceledi, zvlasté pak Epidendroideae, zahrnuji vétSinu druhti
celedi a v soucasnosti diverzifikuji nejrychleji (Pérez-Escobar ef al. 2024). Rod Neotinea je soucasti
podceledi Orchidoideae a v ramci ni patii do druhové nejpocetnéjsiho subtribu Orchidinae (Pridgeon
etal. 1997). Postaveni v rdmci subtribu je ov§em nejasné. Prvotni studie zaloZend na analyze sekvenci
ITS (Internal Transcribed Spacer) umistila rod Neotinea do pozice sesterské skupiny Anacamptis-
Serapias-Ophrys-Himantoglossum (ASOH). Jako celé skupiné sestersky pak byl oznacen rod
Orchis s.s. Vznikla tak monofyletickd skupina zahrnujici vSechny druhy s kulovitou nebo mirné
ovalnou hlizou. Pozice rodu Orchis ovSem méla nizkou podporu (Pridgeon ef al. 1997). Byly
publikovany 1 jiné topologie. Opét na zakladé ITS byl rod Neotinea oznacen jako sestersky rodu
Platanthera v rdmci skupiny s povétSinou vétvenymi hlizami, kam dale spadaly i rody Dactylorhiza
a Gymnadenia. Celé skupiné byl sestersky rod Orchis, a byla tak vytvofena monofyleticka skupina
druhti s chromozomovymi pocty 40 a 42 (oproti téz monofyletické skupiné ASOH s 36 chromozomy).
Nicméné bez podpory, ¢i se slabou podporou, bylo jak oddéleni od rodu Orchis, tak samotné dvojice
Platanthera-Neotinea (Aceto et al. 1999; Cozzolino et al. 2001). Podobné topologie dvou
monofyletickych skupin sdilejicich chromozomové ¢isla bylo dosazeno jiz v prvotni studii, kdy byl
ovSem rod Neotinea v sesterské pozici ke zminénym dvéma skupinam. Topologie ale téZ vykazovala
slabou podporu (Pridgeon et al. 1997). Bateman et al. (2003) umistil rod Neotinea do sesterské pozice
ke skupiné ASOH. K této vétvi pak bylo sesterské monofylum s hlavnimi rody Orchis-Platanthera-
Dactylorhiza-Gymnadenia-Galearis. Topologie s Neotinea v sesterské pozici k ASOH byla také
podpotena (siln€) i v analyze zahrnujici vedle ITS jesté plastidovy a mitochondridlni marker (rpl16,
coxl; Inda et al. 2012). Naprosto odlisné rozlozeni ale ptinesly integrované vysledky rozboru dvou
jadernych (ITS, Xdh) a péti plastidovych markerit (matK, psaB, psbA-trnH, rbcL a trnL-F). Rod
Neotinea byl umistén jako sestersky celé skupin€ druhti s prstovitou hlizou (hlavni rody Platanthera,
Gymnadenia, Dactylorhiza). Umisténi do této pozice ale nebylo v analyze dostatecné podpoieno
(Jin et al. 2017). Robustni analyza pro celou ¢eled’ Orchidaceae zahrnujici 1450 vybranych jadernych
gentl nalezla silnou podporu monofyla skupiny druhii s 36 chromozomy a Neotinea jako sesterskym

rodem (Obrazek 1). Tomu sesterské bylo uskupeni druhii s prstovitou hlizou. Rod Orchis byl pak
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urcen jako sestersky zminéné dvojici skupin (Zhang et al. 2023). Vzhledem k tomu, ze hlavnim cilem
zminéné studie nebylo feSeni vztahll na urovni subtribu Orchidinae, obsahovala prace malo zastupct
z jednotlivych rodl a nékteré vyznamné rody chybély Uplné€ (napt. Anacamptis). Nicméné vzhledem
k velkému mnozstvi analyzovanych genti i shodnym zjisténim diivéjSich podrobnych studii subtribu
Orchidinae (co se otazky postaveni rodu Neotinea tyCe; Bateman et al. 2003; Inda et al. 2012), Ize

povazovat vysledky za relevantni.

Platanthera (10) =
Galearis
Gymnadenia (4)
Dactylorhiza (3)
Ophrys (4)
Himantoglossum
Serapias

Neotinea

Orchis (2)

Hemipilia
Habenaria |l (3)
Peristylus
Habenaria | (2)
Herminium
Satyrium =

Orchidinae

Obrazek 1: Mezirodové vztahy v subtribu Orchidinae zaloZené na vysledcich analyzy jadernych genti. Hodnoty multi-
locus bootstrap support jsou 100 (neznacené vétve), nebo vétsi nez 90 (*) ve vSech ziskanych stromech. Hodnoty

v zavorce jsou pocty analyzovanych druhil. Pfevzato ze Zhang et al. (2023), upraveno pro potieby prace. Z velkych rodi
chybéjici Anacamptis se nejcastéji jevi jako sestersky rodu Serapias (pf. Bateman et al. 2003; Jin et al. 2017).

1.2 Fylogeneze a taxonomie rodu Neotinea

Rod Neotinea Rchb.f. byl platné popsan roku 1852. Az do ptelomu tisicileti byl pokladan
za monotypicky sjedinym druhem Neotinea maculata (Desaf.) Stearn (dfive N. intacta (Link)
Rchb.f.). Dalsi druhy pfibyly az s nastupem molekuldrnich metod. Rod Orchis v tradi¢nim pojeti
(Dressler 1993) se ukdzal jako polyfyleticky a nékteti zastupci byli ptefazeni do blizkych rodu
Anacamptis a Neotinea (Pridgeon et al. 1997; Bateman et al. 1997). Dale jesté doSlo ke zménam
urovné taxonl v rodé Neotinea (pt.: Bateman ef al. 2003). Nyni tak rod zahrnuje 6 uznanych druht
(Tabulka 1; POWO 2023). Soucasny pohled na fylogenetické vztahy uvniti rodu zachycuje
Obrazek 2.



Tabuka 1: Tabulka shrnujici homotypickd synonyma, rozsifeni, poc¢et chromozomui (pro 2n; CC), mnozstvi DNA
(hodnota pro 2C v pg; Velikost genomu), podil endoreplikované slozky genomu (pro 2C v %; PE) a detekované ploidni
urovné (P) v ramci jednotlivych taxond rodu Neotinea. Data ziskana z POWO (2023), Travnicek et al. (2021) a Kiihn et

al. (2019).
. . Velikost
Druh Homotypicka synonyma Rozsifeni |CC PE (%) P
genomu (pg)
Neotinea commutata |Neotinea tridentata var. commutata
(Tod.) R.M.Bateman |(Tod) Kreutz
Neotinea tridentata subsp. commutata
(Tod.) R.M.Bateman, Pridgeon
& M.W.Chase
Odontorchis commutata .
(Tod.) Devillers-Tersch. & Devillers Sicilie 84 19,46 20,39 36,3 ax
Orchis commutata Tod.
Orchis tridentata subsp. commutata
(Tod.) Nyman
Orchis tridentata var. commutata
(Tod.) Rchb.f.
Neotinea conica Neotinea lactea subsp. conica
(W|”d ) R.M.Bateman (WI“d) J.Ponert, P.Travn. & Chumova
RO Neotinea tridentata subsp. conica
(Willd.) R.M.Bateman, Pridgeon
& M.W.Chase
Odontorchis conica
(Willd.) D.Tyteca & E.Klein zapadni
Orchis conica Willd. mediteran 42 28,14 +0,58 12,9 2x
Orchis lactea subsp. conica
(Willd.) Kreutz
Orchis lactea var. conica
(Willd.) H.Baumann & R.Lorenz
Orchis tridentata subsp. conica
(Willd.) O.Bolos & Vigo
Neotinea lactea Odqntorchis lactea .
(Poir.) (;’m;,.? DI.T);tecTD&. E.Klein stredni
rchis lactea Poir. -
R-M-Bateman, Orchis tridentata subsp. lactea m?d;]te(rjarl], 42 28,65 +1,43 12,5 2%
Pridgeon (Poir.) K.Richt. vyehodn
& M.W.Chase Orchis tridentata var. lactea mediteran
(Poir.) Rchb.f.
Neotinea maculata Aceras maculatum (Desf.) Gren. ditera
(Desf.) Stearn Orchis maculata (Desf.) Batt. mel lterar],
S?tyrium.matfulatym Desf. zapad.nl 42 712 0,22 406 2x
Tinea cylindrica Biv. Francie,
Tinea maculata (Desf.) Vis. zapadni Irsko
Neotinea tridentata |Odontorchis tridentata . 1. stfedni 10,49 + 0,38 33,8 | 2x; 3x
(Scop.) R.M.Bateman (Scop.) D.Tyteca & E.Klein Evropa
) " | Orchis tephrosanthos Vill. a stredni
Pridgeon Orchis tridentata Scop. mediteran
& M.W.Chase ) | 42
2. vychodni 15,70 £ 0,54 22,6 2%
Evropa
3. Kréta 13,92 £ 0,52 26,5 2x
4. |zrael 9,46 + 0,30 34,6 2%
Neotinea ustulata Odontorchis ustulatfa
L.) R.M.Bateman, (L.) D.Tyteca & E.Klein .
(L) Orchis ustulata L. Eviopaaz | 4o | 1048+036 | 336 | 2x
Pridgeon zapadni Sibif
& M.W.Chase
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Obrazek 2: Schéma fylogenetickych vztaht uvnitt rodu Neotinea a piehled velikosti genomu u riznych linii. Zdroj
Travnicek et al. (2021), upraveno pro potieby prace.

1.2.1 Neotinea maculata

Neotinea maculata (Desaf.) Stearn je drobnokvéty autogamicky druh (Claessens & Kleynen 2018)
Siroce rozsifeny ve Stfedomoti (Obrazek 3). Podél zdpadniho pobiezi Francie ale ostrivkovité
pokracuje az do zapadniho Irska a jedinci se vyskytuji i na Kanarskych ostrovech a Madeiie (Kiithn
et al. 2019). Druhové charakteristické jsou drobné kvéty zbarvené od bilé k purpurové. Také fialové
skvrny na listech jsou unikétni a u jiného druhu v rod¢ se nevyskytuji. Nicméné skvrny mohou
u nékterych jedinct zcela chybét (Kiihn ef al. 2019). Jedna se o bazalni linii rodu a druh sestersky
vSem ostatnim zastupciim (Bateman et al. 2003; Travnicek et al. 2021). Od ostatnich druhti se vyrazné

1181 1 v rozmérech semen, ktera jsou nejveétsi z rodu (Gamarra et al. 2007).



Obrazek 3: Foto a mapa rozsiteni N. maculata. Autorem fotek je Jan Ponert, neni-li uvedeno jinak. Data ptevzata z GBIF
(2024) a Kiihn et al. (2019). Graficky pfepracovano a upraveno pro ucely prace.

1.2.2 Neoftinea ustulata

Neotinea ustulata (L.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase je zaroven nejrozsifené;si
i nejsevernéji se vyskytujici druh. Areal pokryva takika celou Evropu (CR nevyjimaje), dale
pokracuje na Ural a Kavkaz (Kiihn et al. 2019). Mezi ostatnimi zastupci rodu ho jednoznaéné
identifikuje tmavé nachové zbarveni poupat v kombinaci s bilym pyskem, zptsobujici kontrastné
tmavé zabarveni vrcholu kvétenstvi (od toho ¢esky druhovy ndzev vstava¢ osmahly, Obrazek 4).

Druh ma uznané dvé¢ variety: var. aestivalis (Kiimpel) Tali, M.F.Fay & R.M.Bateman a var. ustulata.
Variety se odliSuji predevsSim fenologicky. Populace oznacované jako var. ustulata (dale rané)
nakvétaji o piiblizn€ mésic az dva diive nez var. aestivalis (dale pozdni). Zacatek 1 délka kveteni jsou
na jednotlivych lokalitdch proménlivé (Tali et al. 2004), ale stabilni pii piesazeni jedince (Tali & Kull
2001). Doby kveteni variet ale na sebe svymi krajnimi terminy navazuji (Harastova-Sobotkova et al.
2005), ¢i se dokonce prekryvaji (Reineke & Rietdorf 1991). Na morfologické urovni bylo uréeno
vicero rozdili od vySky rostliny pfes Spicatost kvétenstvi po tvar bocnich tepali
(Kiimpel & Mrkvicka 1980). Morfometricka analyza jedinct obou variet z Ceské a Slovenské
republiky urcila jako hlavni rozliSovaci znaky vysku rostliny, pocet listl v riizici a jejich délku
a pozici prvniho listu na lodyze (Harastova-Sobotkova et al. 2005). Kromé poctu listl v ruzici
nabyvaji znaky vysSich hodnot u pozdni variety. Vyssi vzrast pozdni variety je znacné adaptivni
vzhledem k vyss$i vySce vegetace v dob¢ kvétu (Tali & Kull 2001; Harastova-Sobotkova et al. 2005).
Nicmén¢ morfologické oddéleni neni dokonalé a jsou pfitomni jedinci s intermedidlnimi znaky

(Harastova-Sobotkova et al. 2005; Travnicek et al. 2021). U ptirodnich populaci byla také popsana
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znacna meziro¢ni variabilita ve vzristu konkrétnich jedinct (az 20 cm). I pfesto byli rani jedinci
v priuméru kazdy rok o 3,3 cm niz8$i, kdy na lokalitach se srovnatelnymi podminkami vystoupil rozdil
na 10,3 cm (Tali & Kull 2001). Existuji téz zaznamy, ze rana varieta ma vétsi kveéty ve srovnani
s pozdni (Schiestl & Cozzolino 2008; Martel ef al. 2021).

Dalsi pohled poskytly molekularni metody. Pfi analyze technikou nahodné¢ zmnoZzené polymorfni
DNA (Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD) ¢esko-slovenskych populaci byly odhaleny
markery specifické pro jednotlivé variety urCujici rozdéleni na zminéné dvé skupiny (HarasStova-
Sobotkova et al. 2005). Analyza ale také ukazala znac¢ny vliv geografického rozlozeni populaci. Tali
et al. (2004) povazuji vliv geografie za neoddélitelny a vysledky zpochybnuji. V jejich vlastni studii
s vyuzitim analyzy polymorfismu délek zmnozenych fragmenti (Amplified Fragment Length
Polymorphism, AFLP) u vzorkl z Anglie a Estonska se oddéleni variet na irovni DNA nepotvrdilo
ani v ramci jednotlivych stati (Tali et al. 2006). Stejny zavér, slabé genetické odliSeni, poskytuje
1 technika sekvenovani DNA Stépené restrikénim enzymem (Ci enzymy, Restriction-site Associated
DNA sequencing, RADseq; Travnicek et al. 2021). Vysledky jsou v souladu s prvotnim konstatovani
rozdilnosti jednotlivych populaci v ramci pozdni variety (Reineke & Rietdorf 1991).

Za puvodni varietu je povazovana var. ustulata, kdy pozdni variety vznikly vicekrat nezévisle na sob¢
Epipactis (Squirrell et al. 2002). Vyznam pfti odliSeni mohla mit disruptivni selekce uptednostiiujici
krajni doby kveteni v z&vislosti na dlouhodobém vyuZzivanim luk k pastvé nebo senoseci (HaraStova-

Sobotkova et al. 2005). Selekéni tlaky zapiicinivsi fenologické odliSeni vyzaduji ovSem dalsi

vyzkum.

Obrazek 4: Foto a mapa rozsiteni N. ustulata. Data pievzata z GBIF (2024) a Kiihn et al. (2019). Graficky pfepracovano
a upraveno pro ucely prace.



1.2.3 Neotinea tridentata

Neotinea tridentata (Scop.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase je druhym druhem zasahujicim
na Gzemi Ceské republiky. Areal vyskytu se tahne od Francie po Izracl a Kavkaz s nejseverngjsimi
zdznamy z dvou arel v Némecku (Kiihn ez al. 2019). Jedna se o druh s vétSimi rizovobilymi kvéty
s fialovou ornamentaci v podob& tecek na pysku atmavych linii na tepalech (Obrazek 5).
Charakteristické je ponckud stazenéjSi kvétenstvi az kulovitého tvaru (Kithn er al. 2019).
Morfologicky se ale jedna o variabilni druh, coz vyustilo v popsani libanonské variety s odstalymi
tepaly jako var. libanotica (Addam et al. 2014) a mensi jasnéji zbarvené var. angelica (A.Alibertis)
P.Delforge. V soucasné dob¢ nejsou zatim zadné podfazené taxony uznany (POWO 2023). Situace
by se ovSem mohla zménit, nebot’ podrobna studie rodu (Travnicek et al. 2021) odhalila pfitomnost
dobte definovanych linii v rdmci diskutovaného druhu. Prvni skupinu tvofi populace ze stfedni
Evropy a stfedniho mediteranu (sesterska s Neotinea commutata, viz nize). Druhou pak rostliny
vychodniho mediteranu (Balkan a Turecko) s vnitfnimi sesterskymi skupinami rostlin z Kréty
a Izraele. Autofi studie poukazuji na odliSnosti linii. Vychodomediteranni rostliny vykazuji vetsi
velikost genomu oproti populaci sttedni Evropy a stfedniho mediteranu, pfi¢emz jsou také diploidni.
Rostliny z Izraele maji jasnéji zbarvené vétsi kvéty, kvetou diive a maji nejmensi velikost genomu ze
vSech linii N. tridentata. Krétska populace oznacovana jako var. angelica ma téz unikatni velikost
genomu piiblizné v polovin€ mezi stiedoevropskou/sttedomediteranni a vychodomediteranni linii.
Rostliny z arealu var. libanotica nebyly ve studii zatazeny, stejn¢ jako odlisné Casné kvetouci
populace z oblasti Levantu a Kypru. Sami autofi upozoriuji, ze pro vyvozeni taxonomickych zavért
bude potieba podrobnéji analyza s vétsim zastoupenim vzorkt predevsim z pevninského Recka (pro
opodstatnéni var. angelica) 1 z oblasti Levantu (var. /ibanotica a mistni ¢asné¢ kvetouci populace;

Travnicek et al. 2021).
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Obrazek 5: Foto a mapa rozsiteni N. tridentata. Data ptevzata z GBIF (2024) a Kiihn ez al. (2019). Graficky pfepracovano
a upraveno pro ucely prace.

1.2.4 Neotinea commutata

Neotinea commutata (Tod.) R.M.Bateman byla popsana ze Sicilie (Obrazek 6), kde je povazovana
za endemicky tetraploidni taxon blizky N. tridentata (Del Prete & Mazzola 1995; Pavarese et al.
2013). Pochyby vzbuzuji zdznamy z jinych lokalit — z pevninské Italie (Pridgeon et al. 1997), ¢i
dokonce z Ceské republiky (herbaiova polozka v &lanku Gamarra et al. 2007). Rostlina z pevninské
Italie byla pivodné oznacena jako N. tridentata (Pridgeon et al. 1997). Az na zaklad¢ vysledkt ITS
analyzy byla piivodni determinace zpochybnéna, jelikoz méla shodnou sekvenci s N. commutata
sbiranou ze Sicilie (Bateman et al. 2003). Autofi se ve studii pozastavuji nad nepiibuznosti sicilské
N. commutata se vzorky N. tridentata (ze smiSené populace) ze Sicilie, které naopak vykazovaly
ptibuznost s tamnimi N. lactea a N. conica. Vyskyt N. tridentata s.s. na Sicilii je ovsem spekulativni
a neni vzdy uznavan (Del Prete & Mazzola 1995; POWO 2023). Sicilskéa N. tridentata tak mohla byt
chybn¢ uréend N. lactea a N. tridentata z pevninské Italie zastupce stiedomediteranni populace.
Topologie stromu by pak 1épe odpovidala pozd¢jsi studii zaloZené na RAD sekvenovani, kdy se
N. commutata ukéazala jako vnitini skupina druhu N. tridentata (Travnicek et al. 2021). Nutné je také
zminit, ze ITS byl jako marker vhodny pro feSeni intragenerickych vztahii rodu Neotinea zpochybnén
(Hiirkan & Tagkin 2021) a sekvence ITS jsou velmi podobné i u morfologicky dobie definovanych
druht v jinych rodech, naptiklad mezi Gymnadenia conopsea a G. odoratissima (Bateman et al.

2003).



Herbarova polozka z Moravy je ponékud zahadnéjsi, nebot’ jeji analyza (semen) nalezla rozdil oproti
téz zahrnuté N. tridentata ze Sardinie (Gamarra et al. 2007). Semena N. tridentata vykazovala oproti
N. commutata vys§i hodnoty ve vSech métenych parametrech, coz je v rozporu s vy$§im stupném
nalezen¢ odlisnosti se pravdépodobné jednalo o chybné ur¢enou polozku N. tridentata.

Z morfologického hlediska jsou jedinci N. commutata zna¢né€ podobni druhu N. tridentata. Mensi
odli$nost spociva predevsim ve vétsim pysku a ostruze (Pavarese et al. 2013; Travnicek et al. 2021).
Taxon je v soucasné dobé¢ stale rozliSovan na trovni druhu. V souladu s vysledky studie zalozené na
RAD sekvenovani (Travnicek et al. 2021) by bylo vhodné ho ponizit na tiroven poddruhu. Ve studii
byl vSak obsazen pouze jeden jedinec, coz k osvétleni taxonomického postaveni, i vzhledem

k moznému hybridnimu piivodu, neni dostate¢né.

Obrazek 6: Foto a mapa rozsifeni N. commutata. Data pievzata z GBIF (2024) a Kiihn et al. (2019). Graficky
pfepracovano a upraveno pro ucely prace.

1.2.5 Neotinea /actea

Neotinea lactea (Poir.) R.M.Bateman, Pridgeon & M.W.Chase se vyskytuje hlavné v centralni
a vychodni ¢asti mediteranni oblasti. Mnoho lokalit se nachazi na velkych ostrovech — Sicilii, Sardinii
a Korsice (Obrazek 7). Kvéty jsou zbarveny od svétle rizové az do bila s rizovymi skrvnami na
mirné konkavnim pysku. Pfilba je bila az svétle zelend. Celkovy vzhled rostliny je oproti ostatnim
zastupctim ponékud robustnéjsi (Kiihn ez al. 2019). Korsicka populace byla popsana jako samostatny
druh Neotinea corsica (Viv.) W.Foelsche. Pii molekularni analyze zaclenéni jedinci sice tvofili
monofyletickou, ale vnitini skupinu N. lactea, a ani morfometricka analyza nepotvrdila vyraznou
odlisnost (Travnicek ef al. 2021). Byl tak podpoten soucasny stav, kdy taxon N. corsica neni uznan

(POWO 2023).
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Obrazek 7: Foto a mapa rozsifeni N. lactea. Data prevzata z GBIF (2024) a Kiihn et al. (2019). Graficky pfepracovano
a upraveno pro ucely prace.

1.2.6 Neoftinea conica

Neotinea conica (Willd.) R.M.Bateman §iroce obyva zapadni mediteran (Obrazek 8). Morfologicky
se podoba N. lactea a N. tridentata. Od prvniho druhu se odlisuje spise bilym, ¢i pouze lehce rizovym
zbarvenim s riZzovymi skvrnami na pysku, od druhého pak az mirn¢ konvexnim prohnutim pysku
narozdil od konkavniho. Oproti podobnym druhtim je také celkova velikost kvétih mensi (Kiihn ez al.
2019). Pod oba zminéné taxony byla diive zafazovéana na uroven poddruhu (Bateman et al. 1997,
Kreutz 2004; Kiihn et al. 2019). Nedavnd molekularni analyza odhalila, Ze se jedna o monofyletickou
vnitini linii uvnitt N. lactea (Travnicek et al. 2021). Jde tedy o linii, kterd kolonizovala zapadni
Stredomoti a postupné¢ se morfologicky odliSila. OdliSnosti byly potvrzeny 1 morfometrickym
rozborem. Jak autofi studie navrhuji, bylo by vhodné ponizit druh na troven poddruhu ve tvaru
Neotinea lactea subsp. conica (Willd.) J.Ponert, P.Travn. & Chumova. Studie téz oznacila za ji
sesterskou skupinu rostliny ptivodem z Korsiky (ackoli s malou podporou; Travnicek et al. 2021).
K porozuméni odstépeni linie N. conica a statusu korsické populace by byl potfeba uzeji zaméteny
prazkum.

Na Pyrenejském poloostrove byly od N. conina odliSeny dvé variety — var. ricardina a var. seanzii
(Vazquez 2008). Odlisnosti spocivaji ve tvaru pysku, kdy var. ricardina ma lateralni tikrojky tizké
a témét kolmo odstalé, zatimco var. saenzii ma tkrojky témeét celé srostlé s pyskem. V soucasnosti
nejsou uznany (POWO 2023). Popisy pochazi ze shodné malé oblasti a je otazkou, zda jde o mistné

specifické varianty, nebo pouze o projev vnitrodruhové variability.
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Obrazek 8: Foto (Pavel Travnicek) a mapa rozsiteni N. conica. Data pievzata z GBIF (2024) a Kiihn et al. (2019).
Graficky pfepracovano a upraveno pro ucely prace.

1.2.7 Hybridni taxony

Aredly jednotlivych druhti se piekryvaji a v mistech sympatrického vyskytu dochazi ke vzniku
kfiZzenci. Zatim byli platné popsani dva (POWO 2023). Neotinea * bugarachensis (J.Claess.
& J.-M.Lewin) B.Bock vznikla kiizenim N. conica a N. ustulata. Tento hybrid byl zatim zjistén pouze
zuzemi Francie (Classens & Lewin 1995). Neotinea x dietrichiana (Bogenh.) H.Kretzschmar,
Eccarius & H.Dietr. je pfirodnim kiiZencem N. tridentata a N. ustulata. Analyzou plastidové DNA
byla jako donor pylu urena N. ustulata (Cozzolino et al. 1998). Vzhledem k pouze jedinému
zkoumanému jedinci vSak nelze fici, zda je tento ptipad v piirodé prevazujici. Kiizenec se ptirozené
objevuje sporadicky na vice lokalitdich se sympatrickym vyskytem zminénych rodic¢ovskych druha
(Cozzolino et al. 1998; Lumaga et al. 2006; Djordjevi¢ et al. 2012).

Kromé jiz zminénych intragenerickych hybridi byly popsani i hybridi mezirodovi. Dactylorhiza
maculata dala s N. ustulata vznik hybridu x Neotinarhiza labbei (Chr.Bernard) B.Bock (IPNI 2024).
Doslo take ke kiizeni s rodem Orchis (v pojeti Bateman et al. 1997). Rodic¢i Orchis x canutii K.Richt.
jsou O. militaris a N. tridentata a jeho vyskyt byl zaznamenan i v CR (Prochazka & Velisek 1983).
Orchis x diversifolia Gau Dagno udajné vznikl kiizenim N. conica a O. italica. Zaznamy pochazeji
z Uzemi Spanélska (Hermosilla & Sabando 1996; Martin & Oliva 2006). Donedavna byl za hybrida
povazovan 1 x Neotiaceras mattinatae Kohlmiiller. Za rodiCovské druhy byly oznaceny
O. anthropophora a N. maculata. Zamétend studie vSak odhalila, ze se jednd pouze o projev

vnitrodruhové variability odpovidajici O. anthropophora var. flavescens (Laliga & Espinosa 2022).
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Podrobnéjsi prazkum by jisté zaslouzila 1 situace O. x diversifolia. O. italica je zna¢né variabilni

a morfologické projevy pfipisované kiiZzeni by mohly do projevil variability druhu spadat.

2 Geneticka informace

2.1 Velikost genomu, chromozomové pocéty a vznik tetraploidni
N. commutata

Velikost genomu v rodé Neotinea se pohybuje v rozmezi od 6,48 pg u N. maculata do hodnot kolem
31,14 pg u N. lactea (2C). Nutno poznamenat, ze N. lactea (spolu s N. conica) velikosti genomu
znacn¢ vybocuje oproti zbylym taxoniim (Travnicek et al. 2021). Podrobné hodnoty k jednotlivym
druhiim jsou shrnuty v Tabulce 1. Z porovnani velikosti genomu s dal§imi zastupci tribu
Orchidoideae vyplyva, ze zminéné hodnoty nijak nevybocuji z velikosti typickych pro tento tribus.
Perspektivou velikosti genomu celedi Orchidaceae je patrno, ze jde o genomy spiSe mensi.
Diskutovana velikostni kategorie ovSem patii mezi ty méné zastoupené ve srovnani s genomy jeste
mensimi (Leitch ef al. 2009; Travnicek et al. 2019). Na trovni krytosemennych rostlin 1ze genom dle
definice (Leitch et al. 2005) oznacit jako stfedni. Z hlediska zastoupeni riiznych velikosti genomu je
situace obdobna jako v ¢eledi Orchidaceae (Michael 2014; Leitch et al. 2019). V ramci druhu byla
nejvyssi variabilita ve velikosti genomu pozorovana u N. tridentata. Zde odlisnost dobfe odpovida
jednotlivym intraspecifickym liniim (viz vySe Obrazek 2). Nejmensi velikost genomu ma izraelska
linie odliSujici se v priméru od dvou nejblizsich linii o vice jak 3 pg v ptipadé populace z Kréty,
respektive témét o 5 pg od populace vychodomediteranni (Travnicek et al. 2021).

Zakladnim chromozomovym ¢islem rodu je 2n =42 (Cauwet-Marc & Balayser 1984; Mazzola 1984;
D’Emerico et al. 1990; Travnicek et al. 2021). Stejné chromozomové Cislo ma i rod Orchis s.s.
(D’Emerico et al. 2002). Karyotypy zjisténé pro N. tridentata a N. lactea se znacné nelisi. Oba druhy
maji metacentrické a submetacentrické chromozomy, kdy prvni zminény typ prevazuje. Byl potvrzen
1 vyskyt sekundarnich konstrikci na urcitych chromozomech (D’Emerico et al. 1990, 1992).
Podrobnéjsi struktura chromozomil byla zkoumdna za ucelem posouzeni vzajemné taxonomické
pozice u N. tridentata a N. lactea. Bylo vyuzito jednak techniky C-pruhovani pomoci barviva Giemsa
a také barveni fluorescenénim barvivem DAPIL. Pomoci obou technik se podafilo ziskat drobné pruhy
v oblasti centromer na chromozomech N. tridentata. Chromozomy N. lactea nejen, ze mély pruhy
v oblasti centromer silngjsi, ale nékteré z nich nesly téz vyrazné bloky heterochromatinu pobliz
telomer (D’Emerico et al. 2002). V rodé byla pozorovana i pfitomnost B chromozomt, konkrétné
u druhti V. tridentata a N. ustulata (D’Emerico et al. 1990).

Chromozomovy pocet vyssi nez zakladni ma N. commutata, a to 2n = 84 (Mazzola 1984). Jak jiz bylo
zminéno, jednd se o tetraploidni taxon. Nicméné u N. commutata byly zaznamenany 1 dalsi, nizsi,
chromozomové pocty v rozsahu 72—-81 chromozomi (Pavarese et al. 2013; Travnicek et al. 2021).
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Polyploidie, konkrétné triploidie, byla jeSté dale detekovana u N. tridentata v jeji sttedoevropské/
sttedomediteranni linii (Travnicek et al. 2021). Polyploidiza¢ni udalost u N. commutata stale neni
uspokojivé vysvétlena (Pavarese et al. 2013; Travnicek et al. 2021; Turco et al. 2024). Pavodné byl
navrZzen autotetrapoloidni pivod (zmnoZeni vradmci druhu) a matetsky druh N. tridentata
(Mazzola 1984). Podrobna studie s vyuZzitim morfologickych (kvétni charakteristiky), molekuldrnich
(ITS, lokus ycf4-cemA plastidové DNA) a cytogenetickych metod naopak navrhla allopolyploidni
puvod (zmnozeni chromozom zaroven s hybridizaci) s matetskymi druhy N. tridentata a N. lactea.
Hlavnimi argumenty jsou pfitomnost N. lactea-specifického haplotypu plastidového lokusu u vSech
zkoumanych jedinct N. commutata, nizka ptitomnost ribozomalnich sekvenci N. lactea (1,52 %)
proti ¢astym sekvencim N. tridentata (69,70 %) a tvorba 42 bivalentii v profazi 1. Dale je zminéno,
ze doba kveteni se nachdzi mezi potencidlnimi rodiCovskymi druhy. VSe je v téze publikaci
podpoieno pokusy s umélym opylenim, které dokézalo produkci zivotaschopnych embryi ve vSech
kombinacich. Absenci ribozomdlnich sekvenci odpovidajicich N. lactea vysvétluji autofi
opakovanym zpétnym kiizenim N. tridentata, ktery v jeho dusledku ze Sicilie vymizel (Pavarese et
al. 2013). Zde je opét tfeba ptipomenout, ze o vyznamu analyzy ITS na trovni druhii panuji pochyby
(Hiirkan & Tagkin 2021). Travnicek et al. (2021) se naopak piiklani k piivodné postulovanému
autotetraploidnimu vzniku z N. tridentata. Poukazuji na dvojndsobny obsah DNA zaroven
s dvojnasobnou velikosti endoreplikované (viz nize) ¢asti genomu oproti sttedomediteranni populaci
N. tridentata. V souladu s diivéjSimi poznatky o parcidlni endoreplikaci by zjiSténi opravdu
ukazovala na autopolyploidni ptiivod, nebot’ kiizenci by vykazovaly pfechodné hodnoty (Travnic¢ek
et al. 2011). Dalsi studium karyologie rodu Neotinea potvrdilo absenci chromozomii s telomerickymi
heterochromatinovymi bloky typickymi pro N. lactea v karyotypu N. commutata, stejné jako tvorbu
Ctyficeti dvou bivalentl v profazi I (Turco et al. 2024). Autofi navrhli, Ze pti vzniku N. commutata
po prvotni autopolyploidizaci N. tridentata nasledovala allopolyploidizace s ucasti N. lactea.
Allopolyploidni jedinci dle teorie postupné v populaci prevladli, jelikoz mohli vykazovat lepsi
adaptivni vlastnosti. Posledné navrzeny scénar se nicméné jevi jako znacn€ nepravdépodobny.
Navrzeny zpusob vzniku je velmi slozity a vyzaduje rovnou dvé v rodé Neotinea jinak neobvyklé
udalosti — allopolyploidizaci (v rod¢ dosud nepotvrzend) a autopolyploidizaci (vyjimecné triploidi;
viz vyse). Velmi zvlastni je, ze by naslednd hybridizace autopolyploida a allopolyploidi v evoluci
naprosto odstranila z karyotypu veSkeré chromozomy piivodné pochézejici od N. lactea a nesouci
unikatni heterochromatinové bloky. Vice svétla do problému by mohlo vnést podrobnéjsi studium
uniparentadlné¢ dédéné DNA, protoze se jedna v soucasnosti o hlavni dikaz vlivu N. lactea

na formovani druhu N. commutata.
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2.2 Endopolyploidie

Pletiva krytosemennych rostlin se od sebe zna¢né 1i8i tvarem, organizaci i funkci. Nap#ic pletivy jsou
rozdilné pozadavky naptiklad na velikost buniky, ¢i jeji metabolickou kapacitu. Diferenciaci bunék
specializovanych pletiv ¢asto provazi jev zvany endopolyploidie (Nagl 1974; Beaulieu et al. 2008).
Jedna se o cilené zmnozeni genomovych sad, které postihuje vétSinu rostlinnych bunécnych typt
krom¢ gamet, meristematickych bunék a svéracich bun¢k priducht (Leitch & Dodsworth 2017).
Zpusoby zmnozeni genomu jsou riuzné (Obrazek 9). U krytosemennych rostlin je nejcastéjSim
zpusobem dosazeni endopolyploidie endoreduplikace. Jedna se o modifikaci bunééného cyklu, pfi
které dochézi ke stfidani syntetické faze ,,S* a pauzy ,,G*. Modifikovanym cyklem, endocyklem,
muze builka projit vicekrat, kdy pii kazdém kole dochazi ke zmnozeni veskeré jaderné DNA.
Vysledkem jsou hodnoty 2C, 4C, 8C, 16C a dale, kde ,,C* je velikost haploidniho genomu gamet
(Leitch & Dodsworth 2017). Endoreduplikace v klasické podobé se vyskytuje i v ¢eledi Orchidaceae
(Travnicek et al. 2015; Chumova ef al. 2021). Unikatni vlastnosti Celedi je ale pfitomnost parcialni
endoreplikace (partial endoreplication, PE). Pfi PE orchideje duplikuji pouze konkrétni ¢ast genomu,
oznacovanou jako ,,P*“. Pomoci PE lIze tedy v pletivu dosahnout hodnot 2C, 2C + P, 2C + 3P, 2C +
7P, 2C + 15P a tak dale (Bory et al. 2008). Pocet prob&hlych cyklii se miize mezi pletivy lisit,
a v disledku toho je variabilni i pfevazujici hodnota mnozstvi DNA v bunikach pletiva (Travnicek et
al. 2015). ZmnoZeni jen ¢asti genomu je opravdu dosazeno selekci mnozené ¢asti, nikoli jeji zpétnou
redukci (Hfibova et al. 2016). Dle neddvného vyzkumu je patrné, Zze nezmnozené useky obsahuji
malo genl a piedevsim repetice. Pro PE jsou tedy vybrany na geny bohatsi useky. Vysledky dale
naznacuji, Ze by mohl byt i jisty vzor ve vyhybani se replikaci konkrétnich typt repetic. OvSem na
podrobnéjsi zhodnoceni nejsou znalosti repetic v genomu orchideji dostateéné (Piet et al. 2022).
Rozsah endoreplikované casti sahd v rdmci Orchidaceae od 94,7 % u Lepanthes melpomene
(Chumova et al. 2021) do 12,5 % genomu u Neotinea lactea (Travnicek et al. 2021). V soucasné dobé
byla ale endopolyploidie zkouména pouze u stovek druhi diskutované ¢eledi (Brown et al. 2017,
Chumova et al. 2021), coz je nepatrny zlomek z celkové druhové bohatosti (POWO 2023).

Pro rod Neotinea byly hodnoty PE zjistény pomoci pritokové cytometrie (Tabulka 1, Travnicek et
al. 2021). Pro diploidni taxony se absolutni mnozstvi endoreplikované DNA pohybuje od 2,89 pg
u N. maculata po 3,64 pg u N. conica (taxonomicky blizkd N. lactea endoreplikuje 3,59 pg). Pti
porovnani velikosti endoreplikované ¢asti s velikosti genomu, opét u diploidnich taxontl, dosahuje

nejvyssi relativni hodnoty PE N. maculata, a sice 40 %. Na opacném konci se naléza N. lactea
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Obrazek 9: Mitoticky bunécny cyklus a z néj odvozené cykly uplatiiujici se pfi zmnozeni genetické informace u zivych
organismil — endoreduplikace (Endocyklus), endomitéza (Endomitoza) a éaste¢né endoreplikace (Caste¢ny endocyklus).
Ptevzato z Leitch & Dodsworth (2017), upraveno pro potieby prace.

s 12,5 % genomu podléhajicimu endoreplikaci (Travnicek ef al. 2021). Jak bylo zminéno vyse, jedna
opravdu uzké pii faktu, Ze rozdil v primérné velikosti genomu mezi N. lactea a N. maculata je
ctyfndsobny. Pokles v endoreplikované ¢asti je vSak pouze o jednu ctvrtinu. Vztah velikosti
endoreplikovné Casti genomu k celkovému mnozstvi genetické informace lze dobfe ilustrovat na
druhu M. tridentata. Linie stfedoevropské/sttedomediteranni endoreplikuje stejné mnozstvi DNA
jako linie vychodomediterdnni, coz je 3,55 pg. Pfitom vychodoevropska linie ma o 50 % vétsi genom
oproti stfedoevropské/stredomediteranni linii. AvSak triploidni jedinec ptfedpoklddany ptiblizné
padesatiprocentni narist endoreplikované slozky vykazuje (Travnicek ef al. 2021). Nartst genomu
nepodléhaji. Mirné zmény v mnozstvi endoreplikovaného materialu Ize pozorovat u krétské (nartst)
a izraelské (pokles) populace, jez se svymi velikostmi genomu od stfedoevropské/sttedomediteranni
populace také odchyluji. V jejich ptipadé byly tedy zfejmé endoreplikované casti zasaZeny.
Vzhledem k malému poctu vzorkt z piisluSnych populaci je ale tento efekt diskutabilni.

Jedinny polyploidni taxon, N. commutata, endoreduplikuje 36 % svého genomu. Endoreplikovana
cast dosahuje velikosti 7,09 pg, coz je takika piesn¢ dvojnasobek hodnoty N. tridentata (Travnicek
et al. 2021). Nutno ovSem podotknout, ze jediny zkoumany jedinec nebyl jedincem typickym. M¢l
totiz pouze 80 chromozom, nikoli 84, jak je pro jedince N. commutata obvyklé (Pavarese et al.

2013).

16



3 Ekologie
3.1 Ekologické naroky

Jak jiz bylo zminéno, rod Neotinea ma centrum diverzity ve Stfredomoii (Kiihn et al. 2019). Pouze
v mediterannim klimatu dle Képpenovy-Geigerovy klasifikace podnebi (pro Evropu dle Peel et al.
2007) se vyskytuje N. lactea a N. commutata. N. conica ma sice téz aredl pouze v zapadnim
Stfedomotii, ale ve vnitrozemi a na jihozépad¢ Pyrenejského poloostrova jiz zaziva studené semiaridni
podnebi. V zapadnim Stfedomoii se nachézi i t€zisté aredlu N. maculata. Ovsem vzhledem k vyskytu
v zapadnim Irsku, zapadni Francii a na jiznim pobtezi Cerného mote (Kiihn ef al. 2019) se setkava
1 s klimatem mirnym ocednickym. Naopak v jizni a jihovychodni Evropé mé centrum rozsifeni
N. tridentata. Na Balkané uz tedy aredlem vyznamné vstupuje i na izemi s vlhkym kontinentalnim
mediterannim (napf. v Itdlii), mirném oceénickém (napt. Francie a Velka Britanie), vlhkém
kontinentalnim (napt. Pobalti), tak i subpolarnim (napt. vyssi polohy Alp a Pyreneji; Kiithn ef al.
2019). Tali et al. (2004) zminuji, ze sucha 1éta druhu nesvédci a v roce nasledujicim po suchém 1été
rostliny méné kvetou. Pozorovani probéhlo na estonské populaci, a Ize tedy predpokladat, Ze jizni
populace budou ptizpisobeny letnim ptisuskiim 1épe. Godfery ef al. (1933) zminuji Castéjsi vyskyt
v kopcovité krajin€ a horach. V1iv by mohl mit vyssi srdzkovy tthrn ve vyssi nadmoftské vysce, coz
by bylo v souladu s diive zminénym pozorovanim negativniho vlivu letniho sucha (Tali et al. 2004).
Existuje ale i mnoho lokalit nizinnych (Tali ef al. 2004; Prasa 2019). Je mozné, Ze kopcovita ¢i horska
krajina ptredstavuje pro N. ustulata misto s lokalitami mén¢ ovlivnénymi lidskou ¢innosti, a tedy
preferované.

Lidska c¢innost se kazdopadné na distribuci diskutovanych druhti projevuje velmi. Ac¢koli je aredl
souvisly, v krajiné je vyskyt ¢asto ostrivkovity. Zeméd¢lské vyuziti krajiny nejen piimo ni¢i hlizy
rostlin, ale ma dlouhodoby vliv i na slozeni mykorhiznich spolecenstev. Tim muze byt ztizen navrat
na lokalitu zemédélsky vyuzivanou a nasledné opusténou (Vogt-Schilb et al. 2020). Pro N. ustulata
byl takovy navrat zaznamenan, kvetouci rostliny se objevily po Sesti letech od ukon¢eni orby (Tali et
al. 2006).

Na malé¢ skale, na Grovni habitatu, se jedné o druhy svétlomilné a suchomilné. Vyskytuji se vesmes
predevsim v rozvolnénych suchych travnich ekosystémech, vstupuji ale 1 do svétlych lesu a fidkych
mediterannich kfovin (Kiihn et al. 2019). Pouze N. ustalata osidluje i vlhéi biotopy (Tali et al. 2004).
Vsechny druhy maji v oblibé slabé& alkalické vapnité piidy, ale nejsou na n¢ vazany (Kiihn ez al. 2019).
Jsou znamy napiiklad lokality N. maculata na btidlicovém podlozi (Godfery et al. 1933) a N. ustulata
z fylitu (Djordjevi¢ & Tsiftsis 2019). N. tridentata a N. ustulata byly naopak zaznamenany

1 na podlozi ultrabazickém, na hadci (Djordjevic¢ ef al. 2012).
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Rozsah pH je téz Siroky, naznacujici absenci konkrétni preference. Pro N. maculata jsou znamy

hodnoty mezi 5,76 a 7,84 (Duffy et al. 2009) a pro N. ustulata je rozpéti 4,9 az 7,6 (Tali et al. 2004).

3.2 Mykorhizni interakce

Interakce s houbovym symbiontem je pro rod Neotinea, stejné jako pro celou Celed’ Orchidaceae,
naprosto zasadni. Drobna prachovd semena neobsahuji dostatek zivin pro vznik dospélé rostliny
(Leake 1994). Nutri¢ni podporu kli¢icimu semeni poskytuji asociujici houbové hyfy. Diky nim se ze
semene vyviji nezeleny utvar zvany protokorm. V této rané fazi ontogeneze lze orchideje povazovat
za zcela mykoheterotrofni, nebot’ jim houbovy symbiont poskytuje i organicky zdroj uhliku
(Rasmussen & Rasmussen 2009). Mlada orchidej stravi ve stadiu protokormu vyssi jednotky mésict
(Ponert et al. 2011; Nabieva 2021). Mala ¢ast orchideji zstava zavisla na mykorhizni symbioze po
cely zivot (Leake 1994). Vétsina druht, stejné tak i1 vSichni zastupci rodu Neotinea, po tvorbé prvniho
zeleného listu ptechazeji na autotrofni zptisob vyzivy. Jejich koteny vSak 1 tehdy ztistavaji prorostlé
hyfami hub v symbiotické interakci znamé jako orchideoidni mykorhiza (OrM; Jacquemyn et al.
2017). Tento ptipad se od ostatnich typt mykorhiz odliSuje pfitomnosti morfologicky unikétnich
pelotonli z hyf tvotfenych pod bunécnou sténou, tésn¢ obklopenych cytoplazmatickou membranou
rostlinné bunky (Rasmussen & Rasmussen 2009). Pelotony pozorované v rodé Neotinea se nachazeji
pouze v bunkach korové vrstvy koteni (Pecoraro et al. 2012b), coz je v souladu s pozorovanim
v jinych rodech cCeledi (Hadley & Williamson 1972; Pecoraro et al. 2012a). Stejn¢ koordinovana je
1 infekce embrya. K ni dochazi pouze v jeho bazalni ¢asti (Li et al. 2022; Ma et al. 2022).
Nejvyznamnéj$i houby vstupujici do OrM jsou v anglicky psané literatuie oznacovany souhrnnym
pojmem ,,Rizoctonia fungi“. Jedna se pouze o oznaceni bez taxonomického vyznamu, nebot’ zahrnuti
zastupci tvoii polyfyletickou skupinu sestavajici ze stopkovytrusych hub celedi Tulasnellaceae,
Ceratobasidiaceae (Cantharellales) a Serendipitaceae (Sebacinales; Jacquemyn et al. 2017). U vsech
tii Celedi je rozSifenou strategii saprotrofie, a ani vstup do mykorhizniho vztahu jejich schopnosti
v tomto sméru neomezil (Veldre et al. 2013; Kohler et al. 2015). Jak u Ceratobasidiaceae, tak
i Serendipitaceae se dale vyskytuji rostlinni endofyté (Veldre et al. 2013; Weil} et al. 2016) a u prvni
zminéné i parazité¢ (McMahon & Purwantara 2016). Mykorhizni interakce s orchidejemi se ale mohou
ucastnit 1 nékteré houby bézné ektomykorhizni, jako tfeba stopkovytrusé¢ rody Hymenogaster
a Inocybe, vieckovytrusy Tuber (Bidartondo et al. 2004).

V tomto sméru je rod Neotinea vyjimkou, nebot’ dominantni ¢eledi ve vzorcich vSech analyzovanych
druht byla Ceratobasidiaceae (Liebel et al. 2010; Pecoraro et al. 2012b; Schweiger et al. 2017).
V prvotni studii bylo diskutovano mozné zkresleni vysledkli vyuzitim primerti dobie souhlasicich

s Ceratobasidiaceae, ovSem znacné huife s Tulasnellaceae (Pecoraro et al. 2012b). Podobna skladba
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byla detekovana i u dalSich druhti (Liebel et al. 2010; Schweiger et al. 2017). V porovnani
s ptibuznymi rody subtribu Orchidineae vykazuji podobnou tendenci asociovat s Ceratobasidiaceae
napiiklad zastupci rodu Platanthera, oproti tomu v rodech Ophrys a Orchis velmi znacné pievazuje
symbidza se zastupci Tulasnellaceae napii¢ stanovisti (Mennicken et al. 2023). Rod Neotinea
obsahuje z pohledu mykorhiznich interakci méné specializované druhy. Maximalni zaznamenany
pocet taxonomickych jednotek (operational taxonomic unit, OTU) pfitomnych na jednom stanovisti
je 21 ujedincii N. lactea (Jacquemyn et al. 2014). U nejrozsitenéjsi N. ustulata byla nalezena mnohem
mensi diverzita. Analyza rostlin z alpské pasené louky odhalila sedm OTU. Sest jich odpovidalo
celedi Ceratobasidiaceae, z toho pét rodu Thanatephorus, a jedna rodu Tulasnella (Tulasnellaceae;
Schweiger et al. 2017). OvSem analyza dvou lokalit ve Francii vzajemn¢ vzdalenych 15 km ukézala
zajimavy rozpor. Na prvni lokalité se dominantni ukazala ¢eled’ Tulasnellaceae (70 %), doprovéazena
celedémi Ceratobasidiaceae (20 %), Serendipitaceae (5 %) a Thelephoraceae (5 %). Na druhé¢ lokalité
byla jako hlavni OrM symbiont zastoupena celed Ceratobasidiaceae (70 %), nasledovana
Tulasnellaceae (mirn¢ pod 20 %) a Thelephoraceae (mirné nad 10 %). Primérné byly rostliny
asociovany s 10,5 OTU. Klimatické podminky na stanovistich byly diky zna¢né blizkosti a stejné
nadmoiské vySce shodné. Pozoruhodna byla zvySena ptitomnost Celedi Serendipitaceae napiic druhy
s vyskytem na obou stanovistich a obecné vyssi diverzita spoleCenstev OrM na prvni lokalité
(Mennicken et al. 2023). Rozdil mezi stanovisti nejspis bude na irovni mikroklimatickych podminek.
Prvni lokalita lezi na severni strané kopce, zatimco druha ma expozici pfevazné jizni. Pro potvrzeni,
ze zminény pfipad majoritni interakce s Tulasnellaceae neni jen vyjimkou, bude potieba dalsi
vyzkum. Mohl by byt rovnou spojen s otazkou blizkosti mykorhiznich spoleCenstev v rdmci variet.
U N. maculata se opét nejcasteji vyskytuji zastupci Celedi Ceratobasidiaceae (4 OTU), jednou byl
zaznamenan rod Tulasnella a tiikrat rod Leptodontidium (Leptodontieaceae; Liebel et al. 2010).
Vyznam rodu Leptodontidium v mykorhize je ovsem nejisty, nebot’ se jedna o jinak Siroce rozsifeného
endofyta (Mesny et al. 2021), ktery je téz ptitomny v ektomykorhiznich druzich na stanovisti (Liebel
et al. 2010). Z tohoto pohledu je Skoda, zZe nejsou na ptitomnost endofytli testovany i druhy
povazované za nemykorhizni. Pfitomnost endofytickych hub u nékterych takovych druht jiz byla
prokézana (Quilliam & Jones 2012), a mohla by tak poslouzit jako kontrola pozadi na lokalité.
Posledni druh s podrobnéji zjisténym mykobiomem je N. tridentata. Vzorkovani u diskutovaného
druhu probéhlo v Toskansku na chudém horském travnim porostu na vapnitém podlozi. Sest z deseti
zkoumanych rostlin bylo asociovano alespoii s jednim zéastupcem celedi Ceratobasidiaceae
aujednoho jedince pak dominovala celed’ Tulasnellaceae. Dalsi dvé rostliny byly v interakci
s ektomykorhiznimi zéstupci Celedi Pezizaceae a Hymenogastraceae (Pecoraro ef al. 2012b). Rod

Neotinea je, co se mykorhiznich partnert tyce, generalisticky. Dle stanovisté je spektrum hub odlisné.
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Castd detekce &eledi Ceratobasidiaceae muiZe byt zapii¢inéna jejim Gastdj§im vyskytem
ve Stfedomofti oproti Tulasnellaceae (Jacquemyn et al. 2017).

Vyznam mykorhizni interakce pii kliceni semene byl jiz zminén (viz vySe). Je ale tfeba doplnit
informaci o stavu v dosp¢€lé rostliné. Analyza toku latek in situ mezi symbionty v ptipadé¢ OrM
probiha pomoci stabilnich izotopt b&né piitomnych v prostiedi. Jedna se o uhlik *C, dusik '°N,
vodik 2H a kyslik 80 (Liebel et al. 2010; Schweiger et al. 2017). Fosfor mé4 pouze jeden stabilni
izotop (ChemLin 2022), je tedy pro analyzu dlouhodobého toku Zivin v prostfedi nepouzitelny. Vyziti
zminénych stabilnich izotopti vychazi z pozorovani, Ze organy hub byvaji o zminéné prvky
obohaceny. Trend v zastoupeni izotopl je pienosny na partnera v prisluSném mykorhiznim vztahu
dle sméru toku zivin (Ziegler 1989; Gleixner ef al. 1993; Hogberg et al. 1999). Vysledky analyzy
izotopti 1°C a N rozdéluji fotosyntetizujici orchideje do tii kategorii: orchideje zna¢n& obohacené
o oba izotopy, orchideje obohacené jen o '°N a jen mirné o *C a orchideje obohacené o '°N a zarovei
ochuzené o '3C. Do prvni kategorie spadaji druhy interagujici s ektomykorhiznimi houbami, které od
partnerskych hub pfijimaji jak organicky uhlik, tak dusik. OznaCujeme je jako Céstecné
mykoheterotrofni (Gebauer & Meyer 2003; Liebel et al. 2010). Zastupci rodu Neotinea jsou fazeni
do druhé a tieti skupiny. Ve skupiné druhé se nachazi N. tridentata (Liebel et al. 2010). Ve tfeti potom
N. maculata (Liebel et al. 2010) a N. ustulata (Schweiger et al. 2017). Pokles obsahu uhliku *C ve
tieti skuping je interpretovan jako pfesun organickych latek z orchideje do mykobionta. Pro orchideje
spadajici do této kategorie je spoleénym znakem vyskyt v otevienych habitatech (Liebel ez al. 2010).
Izotop vodiku *H byva méfen jako doprovodny prvek k 1*C. Deplece *C v orchidejich treti skupiny
totiz miize byt interpretovana i jako obousmérny tok uhliku s pfevazujicim smérem k houbé. %0
potom slouzi jako kontrola, zda nedochéazi k obohaceni vodikem prostiednictvim odparu vody
(Ziegler 1989; Schweiger et al. 2017). Studie s vyuzitim vSech tii, respektive Ctyt, izotopt ukazala,
7e k obohaceni izotopem *H pii soucasném obohaceni o N apoklesu '*C opravdu dochézi
(1u N. ustulata). Autoti na zéklad¢ zjiSténi oznacili i1 tyto plné fotosyntetické orchideje za Castecné
mykoheterotrofni. Navic zastoupend N. ustulata spolu s dal§imi luénimi druhy vykazovaly vyrazné
vyssi celkovy obsah dusiku (pfiblizné 20% nartst) v pletivech oproti kontrole (Schweiger ef al. 2017).
Cesta vodiku do téla rostliny ovSem nemusi byt spojena pouze s uhlikem (v organické podob¢)
a kyslikem (v podob¢ vody, ¢i hydroxylové skupiny). Mozny je téz prechod ve form¢ amoniaku, tedy
zavisly pouze na dusiku. Transport dusiku ve form& amonného kationtu (nikoli aminokyselin) byl jiz
putoval touto cestou, doslo by k obohaceni nezavisle na uhliku ¢i kysliku. Vylouceni této moznosti

by potiebovalo podrobny zorbor.
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3.3 Reprodukéni strategie

Reprodukce rostliny muze byt dosazeno bud vegetativné, nebo generativné. Vegetativni
rozmnozovani neni v rod¢ Neotinea ptili§ rozsitené. Druhy jsou schopny tvofit drobné trsy, ovSem
jako hlavni strategie pfevazuje mnozeni generativni. Pro celou celed” Orchidaceae je typicka
pfitomnost brylek (polinarii, sg.: polinarium). Brylka je Gtvar vznikly modifikaci ty¢inky. Pylova zrna
jsou ve vysledku slepena do hrudek zajist'ujicich pti pfenosu na bliznu pfitomnost mnoha pylovych
zrn. Vzhledem k drobnosti a potencidlnimu vysokému poctu budoucich semen je tak orchidej
pojisténa, ze nebude tvofit semenik pouze kvili par udalostem oplozeni. Orchidej miize mit v kvétu
brylku jednu, nebo vice. V ptipadé rodu Neotinea se v kvétu nachazeji pollinaria dvé (Kemeg Hiirkan
et al. 2015; PalDat 2024). V ramci subtribu Orchidinae se jedna o ptevazujici ptipad, vyjimku tvofi
monofyleticka trojice rodt Anacamptis, Himantoglossum a Serapias s jednou rozvétvenou brylkou
(Pridgeon et al. 1997; PalDat 2024). Brylky jsou znacné t€Zké a prenos vétrem by byl velmi
neefektivni. Orchideje tedy vyuzivaji k pfenosu brylek jako vektorii ZivoCichy — pfevazné hmyz.
Tomu je brylka pfizpiisobena ptitomnosti lepivého terciku (tzv. viscidium). Pii kontaktu terciku
s opylovacem dochazi k ptilepeni brylky. Brylka po pfilepeni na opylovace jesté provadi specificky
ohybovy pohyb, ¢imz se teprve dostava do pozice vhodné pro navazani pevného kontaktu s bliznou.
Tento pohyb je rtizné ¢asovany u raznych druhti, kdy ¢asovani zavisi predev§im na dob¢ zdrzeni
opylovace v kvétu. N. ustulata ma kvéty snadno dostupné a opylovac se v kvétu piilis nezdrzuje (12
az 22 sekund). Rekonfigurace tak trva pouze 35 az 40 sekund. Oproti tomu naptiklad v rodé Ophrys
muze jiti o 2 az 4 minuty (Lanzino et al. 2022).

Opylovace je ovsem potieba do kvétu nejprve nalakat. Celed” Orchidaceae je ve strategiich lakani
opylovact velmi variabilni. V obecné roving Ize ptistupy rozdélit na strategie odménujici a $alivé (téz
deceptivni, ¢1 klamavé). Za odménujici 1ze povazovat kuptikladu tvorbu nektaru. Klamavé strategie
predstavuje naptiklad obecnd absence nektaru v kvétu, specializovanéjsi napodobovani kvéth jinych
rostlin, ¢i sexudlni decepce (Jersdkova et al. 2006). P&t ze Sesti v soucasnosti uznanych druhi rodu
Neotinea tvofti §alivé kvéty bez odmény. Jedna se konkrétn€ o potravni decepci na zakladé obecné
absence nektaru v kvétech.

Jediny druh, u né&jz byla zjisténa produkce nektaru, je bazalni N. maculata. K sekreci sacharidi by
mélo dochazet na bazi pysku (Dufty et al. 2009). Jiny priizkum vsak nektar nedetekoval (Claessens
& Kleynen 2018). U zminéného druhu je téZ prokdzana autogamie. N. maculata vykazuje vyrazné
anatomické piizptusobeni vzhledem ke zvolenému zpiisobu reprodukce. Blizna ve form¢ dvou cipt
vychazi ze stran sloupku, oproti béznému umisténi na spodni stran¢€. Diky Sirokému rozevieni chlopni
drzicich brylky dojde pti ohybu brylek a jejich kontaktu s cipy blizny (Claessens & Kleynen 2018).
Efektivita autogamie v produkci semen je shodna s xenogamii (Duffy et al. 2009). Kromé produkce

nektaru ale kvéty N. maculata 1 slabé vanilkové voni (Claessens & Kleynen 2018). Viné obsahuje
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minimalné¢ 23 slozek shlavnim zastoupeni alifatickych uhlovodika (1-decen, pentadekan
a heptadekan) a esterii (ethyl dodekanoat). Za sladkou vini stoji pravdépodobné predevsim estery
(D’Auria et al. 2021). Tato autogamickd orchidej ma tedy tendenci opylovace lakat a je v tom
uspéSnd. Pii dvanactihodinovém pozorovani probéhlo primémé 1,25 navstévy za hodinu.
Z navstévnikli byla urCena pouze samotarska vcela Lasioglossum villosulum (Hymenoptera;
Fernandes ef al. 2005). Existuji ddle i zdznamy o pfitomnosti drobnych broukt (Coleoptera;
Claessens & Kleynen 2018), ¢i mravenct skupiny Temnothorax exilis (Hymenoptera; Garcia-Gila
& Blasco-Arostegui 2021) nesoucich brylky.

Lakani nabyva zna¢ného vyznamu u Salivych kvéti zbytku rodu, kde na opylovace zadna odména
necekd. Odér N. lactea obsahoval opét nejvetsi zastoupeni alifatickych nasycenych uhlovodika
(pentadekan, heptadekan) a esteri (isopropyl palmitat, ethyl dodecanoat; D’Auria et al. 2021).
Opylovaci tohoto druhu nejsou znami.

Jinou strukturu méla viné Salivého kvétu N. tridentata. Zde byly hlavnim prvkem viné ketony
(o-ionon, 2,6-di-t-butylbenzochinon) a alkany (pentadekan, hexadekan). Analyza jedné rostliny
z jizni Italie odhalila celkem 21 slozek (D’ Auria et al. 2021). Naproti tomu studie tfi rostlin ze severni
Italie identifikovala u nemanipulované rostliny in situ 77 slozek s ptevahou esterii (methyl
2-methylbutanoat), aldehydl (nonanal, decanal) a terpenti (B-pinen). U ustfizenych kvéth pii detekei
pokleslo mnoZzstvi zaznamenanych latek na 63 s obecnym poklesem cetnosti, vyjma alkoholi a fenolti
vykazujicich nartist (Manzo et al. 2014). Za rozdily ve vysledcich stoji ¢astecné odliSné metodické
provedeni, kdy ve druhé zminéné studii bylo pii analyze v prostfedi umoznéno proudéni vzduchu
a byl analyzovan odér piimo v pfilb¢, zatimco v prvni studii byla piesazena rostlina pod sklenénym
poklopem s pritomnym absorpénim agens bez proudéni. D’ Auria et al. (2021) diskutuji i moznost
odli$nych ptevazujicich opylovact ve zkoumanych oblastech.

N. ustulata vykazuje opét odliSny bouquet. Jako volatilni slozky byly identifikovany ptredevSim
terpeny (o-pinen, B-myrcen), pii¢emz extrakce slabé tékavych latek pomoci roztoku odhalila
pfedev§im dlouhé alkany (pentakosan, heptakosan) a alkeny (trikosen a izomery heptacosenu)
doprovazené v mens$i mife aldehydy (Martel et al. 2021). Alkeny byly v jiné studii nalezeny ve
zna¢né mire 1 ve volatilni slozce. 9-tricosen tvofil 24,55 % a heinecosan 9,72 % z celkového mnozstvi
zachycenych latek. Déle byly v bouquetu zastoupeny predevsim dalsi alkany a alkoholy (D’Auria et
al. 2021). Pii bliz§im pohledu pouze na uhlovodiky miZe byt obsah izomeru 11-trickosenu v extraktu
vice nez 42 % (Schiestl & Cozzolino 2008). Jista specializace N. ustulata na produkci alkeni jako
atraktantii je patrna v porovnani s ostatnimi zastupci rodu, u nichz byly alkeny v odéru detekovany
jen sporadicky nebo viibec (Schiestl & Cozzolino 2008; Manzo et al. 2014; D’Auria et al. 2021).
Podobna situace panuje ve slozeni kutikularnich voskl. Zastoupeni izomert trikosenu a pentakosenu

je u obou variet N. ustulata signifikantné vyssi nez u ostatnich testovanych zastupci (Martel et al.
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2023). Vyskyt alkenti ve vini je cCasty uorchideji zaméfenych na sexudlni Saleni (Schiestl
& Cozzolino 2008). M4 to své opodstatnéni. Konkrétné 9-trikosen byl naptiklad detekovan u druhu
Musca domestica atspésné testovan 1 jako synteticky sexudlni atraktant (Carlson et al. 1971).
(Z)-11-trikosen byl detekovan piimo u nékterych zéastupct ¢eledi Tachinidae (Martel et al. 2021).
Tato skuteCnost souhlasi s pozorovanim kuklice Tachina magnicornis (Diptera) pii navstéve
kvétenstvi. Interakce probihd tak, ze kuklice pfistava na tmavém vrcholu kvétenstvi a hlavou dolt
prohledava sosdkem kvéty. Brylky se ji tak pfilepi na spodni stranu sosaku (Godfery ef al. 1933).
Kvéty navstévuji kromé fadu Diptera (predevSim rod Tachina) 1 jini opylovaci, zejména rizni
zastupci fadu Hymenoptera. Mezi Diptera a Hymenoptera se fadi 90 % vSech zaznamenanych jedinct
opylovaci. Mezi varietami panuje jista odliSnost v poméru zminénych skupin (Martel et al. 2021).
Rozdil v§ak mlize byt ovlivnén spektrem a abundanci potencialnich opylovaci na lokalité, k jejichz
charakterizaci nedoSlo. Efektivnéjsi opylovaci jsou zastupci fadu Diptera. Jednak pro sviij
charakteristicky pfistup ke kvétim shora, ale téz jelikoz si brylky na rozdil od blanokiidlych
nedokazou odstranit. Cast&j§imi navitévniky kvétenstvi jsou co do pohlavi samci, coZ je v souladu
s efektem produkce izomerii trikosenu (Martel ef al. 2021). Jak jiz bylo zminéno vyse, pfistavaci
plochou pro mouchy je kontrastni tmavy vrchol kvétenstvi. Jeho role v atrakci opylovace je znacna,
nebot” pfi jeho odstranéni dojde k vyraznému poklesu navstév kvétenstvi. Vyznam potvrzuje
1 zakladani tobolek predevsim na spodu a ve stiedu kvétenstvi. S postupem ¢asu je otevieno stale vice
kvéta, kontrastni vrchol se neustale zmensuje a v diisledku toho dochazi k poklesu navstév (Martel et
al. 2021). Opyleni je ovSem navzdory probihajici specializaci malo casté, primérny pocet
vytvofenych tobolek na kvetouciho jednice v estonskych populacich neptesdhl Ctyfi. Ani mezi
varietami nebyl v tomto ukazateli nalezen rozdil (Tali et al. 2004).

Navzdory drobnym rozdilim v kompozici odérti a atrakénich strategiich je spektrum opylovaci
v ramci rodu Neotinea znacné podobné (Scopece et al. 2007). Druhy tak potencidlné celi riziku
hybridizace. Cetnost hybridiza¢nich udalosti lze pfi stejném sloZeni spektra opylovadi snizit
nastolenim postpolinacnich bariér pii oplodnéni (prezygotické bariéry) a v nasledném vyvoji hybrida
(postzygotické bariéry; Grant 1963; Rick 1963). Nastoleni bariér bylo zkoumano u trojice druht
N. lactea, N. ustulata a N. tridentata. V parech s N. lactea bylo postpolinac¢ni izolace dosazeno ze 42
a 49 %, ovSem v paru N. tridentata x N. ustulata z 90 % (Scopece et al. 2007). Vyssi izolace mezi
druhy N.tridentata a N. ustulata mize byt zavinéna piekryvem jejich dob kveteni. Riziko
vzdjemného ktizeni je tak vysSi nez s Casnéji kvetouci N. lactea (Kiithn et al. 2019). Izolace
N. tridentata a N. ustulata se ukazuje silngjsi, rostou-li ve smisené populaci. Tehdy dochazi k posileni
prezygotické bariéry, ¢imz se rostliny chrani pted investici zdroji do tvorby defektnich hybridnich
semen (Pellegrino 2016). Avsak vzhledem k zaznamenanym hybridim (viz kap. 1.2.7) je reprodukéni

bariéra ¢astecn¢ propustna.
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Zaver

poznatky o jeho fylogenezi, vnitini taxonomické struktutre, velikosti genomu, endoreplikaci,
ekologickych néarocich, mykorhiznich interakcich a reprodukénich zptisobech. Zaroven poukazuji na
mén¢ probadané aspekty a moznosti smétovani navazujiciho vyzkumu.

Po odliSeni od rodu Orchis bylo umisténi rodu Neotinea v ramci subtribu Orchidinae nejasné. Nyni
se rod jevi jako sestersky ke skupiné orchideji s 36 chromozomy (Anacamptis, Serapias,
Himantoglossum, Ophrys). Tato pozice byla podpotena plastidovymi, mitochondriadlnimi i jadernymi
markery. Jednozna¢né vymezeni vztahti v rdmci subtribu v§ak ¢eka na své rozfeseni, nebot’ nejnove;jsi
mnoha sekvencemi podpotena studie se zabyvala fylogenetickou problematikou na trovni celé celedi
Orchidaceae a rodu Neotinea byla vénovana jen omezena pozornost.

V soucasnosti ¢ita rod 6 druhl. Lze ocCekavat, Ze se mnozstvi zméni, nebot’ se v molekularnich
analyzach N. conica a N. commutata vkazaly jako vnitini skupiny druhli V. lactea a N. tridentata. Na
druhou stranu bylo u druhu N. tridentata odhaleno vétsi mnozstvi sesterskych linii, jejichz
taxonomicka klasifikace by zasluhovala ditkladné zhodnoceni.

Jak na molekularni, tak na ekologické urovni vykazuje rod znacnou variabilitu. Rozdil ve velikosti
genomu je sice ¢tyfnasobny, ovSem rozpéti mnozstvi endoreplikované ¢asti genomu je napiic¢ druhy
znacné uzké. V relativnich Cislech tak N. lactea diky své znacné velikosti genomu replikuje v priméru
jen 12,5 % genomu, coz je nejméné v ramci zkoumanych zastupcti Orchidaceae. Rod Neotinea tak
predstavuje idealni objekt ke studiu parcidlni endoreplikace a dvourychlostni evoluce genomu, nebot’
je zjevné, Ze replikovana ¢ast genomu je evolucné velmi stabilni, zatimco nereplikovana cast podléha
rozséhlym zménam.

Z molekularniho pohledu byl podrobnéji zkouman tetraploidni druh N. commutata. Pro
autopolyploidni vznik z N. tridentata svéd¢i absence chromozomul se znaky specifickymi pro
N. lactea, velikost genomu i mnozstvi endoreplikované DNA odpovidajici spiSe dvojnasobnym
hodnotam N. tridentata. Utast N. lactea na vzniku taxonu podporuji jen plastidové markery.
Podrobna analyza uniparentdlné¢ dédéné DNA je tak nezbytnd pro potvrzeni ¢i vyvraceni vlivu
N. lactea.

V mykorhiznich interakcich se nejcastéji vyskytuje jako majoritni symbiont celed’ Ceratobasidiaceae,
a to napfic¢ druhy. Zaznamenana byla ale i lokalita s dominantni Tulasnellaceae. Vzhledem k tomu,
ze vétSina analyzovanych druhti byla zkoumana pouze na jedné ¢i dvou lokalitach, je otazkou, zda
zdanliva preference pro Ceratobasidiaceae neni jen projevem nedostatecného vzorkovani. Opét i zde
by byla vhodna podrobnéjsi analyza, ktera by mohla mit z4dsadni vyznam pro ochranu druhi,

napfiklad pfi vybéru vhodnych lokalit pro reintrodukce.
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V reprodukénich strategiich je téz jisty gradient. V rodé€ je pfitomna autogamie (s odménou), druhy
plné generalistické s obecnym potravnim $alenim, i druh specializovany s mirnou sexuélni decepci
prostfednictvim viné. Nehledé¢ na rozdilné strategie je viiné komplexni u vSech druhii. Co do
konkrétniho slozeni se ale vysledky studii li§i. Diskutovany je vliv mistné specifického spektra
opylovacii, ale roli by mohl hrat izvoleny metodicky piistup. Souhrnnd studie s jednotnym
metodickym postupem napii¢ lokalitami by k ot4zce pfitomnosti lokalniho pfizpisobeni ke spektru
opylovaci jist¢ pomohla nalézt odpoved.

Navzdory malému poctu taxonil je rod velmi rozmanity v mnoha rovinach. Ackoli poznani rodu od
jeho redefinovani dale postoupilo, z predlozené reSerSni prace vyplyva, ze téma rodu Neotinea stale

jesté poskytuje mnoho prostoru pro vyzkum.
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