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ABSTRAKT
Martin Vetter: Srovnani asymbiotickych kultur in vitro zastupct rodu Cypripedium.

Tato bakalaiska prace se zabyva problematikou asymbiotickych vysevu in vitro u rodu
Cypripedium. Jsou zde shrnuty informace o rodu Cypripedium véetn¢ charakteristiky
vysévanych druhii. Je zde feSeno slozeni kultiva¢nich médii pro asymbiotické vysevy,
vliv kinetinu a 6-benzylaminopurinu na kli¢ivost a vliv pfidanych organickych slozek,
jako jsou endosperm z kokosovych ofechti, kvasni¢ni extrakt a mrkvovy extrakt.
S asymbiotickymi vysevy se rovnéZz vaze problematika sterility prostfedi a metodika
povrchové sterilizace semen rodu Cypripedium, ktera zaroven slouzi k vyplaveni latek,
inhibujicich kliceni. Vysledky by mély piispét k rozsifeni metodiky pro asymbiotické
vysevy o vliv pouzitych slozek organického plivodu na kli¢ivost a vyvoj protokormi

u studovanych druhti rodu Cypripedium.

Kli¢ova slova: Cypripedium, in vitro kultivace, asymbioticky vysev, povrchova
sterilizace semen

ABSTRACT

Martin Vetter: Comparing asymbiotic cultures in vitro species of the genus
Cypripedium.

The bachelor thesis deals with asymbiotic sowing in vitro in the genus Cypripedium.
There are completed information about the genus Cypripedium including the
charakteristics of sown species. There is solved composition of culture media for
asymbiotic sowing influence of kinetin and 6-benzylaminopurine to germination and
influence of added organic constituents such as coconut endosperm, yeast extract and
carrot extract. With asymbiotic sowing also binds problems of sterility environment and
methodology of surface sterilization of Cypripedium seeds. This treatment i salso
important for removing of germination inhibiting substance. The results should
contribute to enhancing the methodology of asymbiotic sowing and the influence of
organic ingredients used for germination and protocorm development in the studied
species of the genus Cypripedium.

Key words: Cypripedium, in vitro cultivation, asymbiotic sowing, surface sterilization
of seeds
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1 UvVOoD

Navzdory zvukomalebnosti je piivod nazvu ¢eledi Orchidaceae pon¢kud piizemni.
Pochazi totiz z feckého slova Orchis, coz znamena v piekladu varle. Tohoto tvaru jsou
totiz podzemni hlizy rodu Orchis, v ¢estiné vstava¢, a v dobach davno minulych
se vetilo v afrodisiakalni ucinky této rostliny, pravé na muzskou potenci. Z toho divodu

zni i Cesky nazev, pro ¢eled’ Orchidaceae, symbolicky, tedy vstavacovité.

V dnesni dobé jsou orchideje zapsiny na seznamu ohrozenych a kriticky
ohroZenych druhli a mezinarodné chranény. Nékteré druhy jsou jiz registrovany jako

vyhynulé. Dlvodi jejich ubytku z pfirozenych lokalit je vice.

Nebyly to jen udajné afrodisiakalni ucinky, ale i hospodarské vyuziti nékterych
zastupcu této Celedi, ku ptikladu rod Vanilla, a predev$im postupna pfeména piivodnich
ptirodnich biotopti diky zvétSujicim se zemédélskym plochdm, pteméné luk a ubytku
ptirozenych lesnich porosti vyménou za lesy kulturni, ¢i plochy odlesnéné. Nesmim
opomenout ani zvySujici se oblibu téchto rostlin jako rostlin, které nesmi chybét

na nasSich zahradach.

Aby se zabranilo drancovéni zbylych pfirodnich lokalit, zacalo se pfemyslet nad
zpusobem, jakym orchideje lidem dodat, ale neodebrat je z ptirody, a zaroven je moci

I zpétné dosazovat na jejich ptvodni lokality.

Postupem casu se vyvinulo nékolik metod, vyuZivanych jak na produkci komer¢ni,
tak pfi zachrannych programech. Jde ptedev§im o in vitro kultury, tedy péstovani
zauméle vytvorenych podminek, ve sterilnim prostfedi kultivacnich néadob,
Vv kultivac¢nich mistnostech. Existuji zde rizné zplsoby kultivace, diky symbiotickym
vyseviim, asymbiotickym vyseviim a kulturam vzniklych Ex plantare, tedy mnozenim

Z celych organd, ¢i ¢asti rostlin.

Dnes se dostavaji do poptedi chladnomilné terestrické stfevicniky z oblasti Severni
Ameriky a z hornatych oblasti Ciny, které pravé diky jejich odolnosti vi¢i niz§im
teplotdm lze péstovat 1 v naSich podminkach. Ve své praci se proto vénuji praveé
kultivaci rodu Cypripedium pii asymbiotickych vysevech, protoze diky absenci
houbového symbionta je nutné upravit kultivacni médium tak, aby obsahovalo vSechny
latky, které v pfirod¢ rostliné dodava symbiotickd houba, coz u nékterych druhi

doposud ¢ini potize.



1.1  cil prace

Zpracovanim dostupné literatury o studovanych druzich rodu Cypripedium
a prostudovanim aspektd, tykajicich se asymbiotickych vysevil, se pokusit
optimalizovat kultivaéni médium pro kli¢eni semen, vybranych zastupct rodu

Cypripedium, bez mykorrhizni symbiozy.



2 LITERARNI PREHLED

2.1  Morfologie a biologie orchideji

Celed Orchidaceae patti zhlediska vyvoje knejmlad$im v rostlinné Fi.
Aby obstaly v konkurenénim boji mezi ostatnimi rostlinnymi druhy, musely svij

zpusob Zivota i stavbu ptizpisobit podminkam prostiedi.

Vétsina z orchideji se vyskytuje v tropickych a subtropickych oblastech. Na rozdil
od orchideji, vyskytujicich se v mirném pasmu, se jedna prevazné o epifytické druhy.
Na tizemi Ceské Republiky rostou zase vyhradng terestrické druhy (Martisko
a Martiskova, 2012).

2.1.1  Zpisob ristu orchideji dle typu stanovisté
Orchideje Ize rozdélit podle ruznych kritérii. Nejcastéji se vSak uvadi jejich
rozd€leni do skupin na zakladé toho, na jakém stanoviSti se nachazeji. Jsou to:

epifytické, litofytické, podzemni, saprofytické a terestrické (Nash a La Croix, 2007).

2.1.1.1 Epifytické orchideje
Vétsina epifytickych orchideji roste v hornich patrech tropickych lesii. Ke svému

pteziti vyZaduji oblasti bez mrazu (JeZek, 2010).

Rostou pfichycené svymi kofeny na né&jakém pevném podkladu, ktery je tvofen
nejcastéji kmeny a vétvemi stromutl. Nejedna se o parazity, Kofeny nepronikaji do pletiv

hostitele. Jsou silné, hladké, dlouhé, bilo-sttibrné barvy a jejich povrch tvoii velamen.

Velamen je nékolik vrstev mrtvych bunék, chranici rostlinu pred vysuSenim. Slouzi
I K nasavani vody a jako opora. Nasakly vodou pak tvoii tlustou, prihlednou vrstvu,
diky ¢emuz ptes n¢j pronikd svétlo az k povrchovym buiikkam kotene, které obsahuji
chlorofyl. Proto se kofeny takto jevi, jako zelené. Diky ptitomnosti chlorofylovych

bunék pak v kofenech probiha fotosyntéza (Rollke, 2007).

Rostlina také vyuziva mikroklimatu, které ji hostitel mtze nabidnout. Je to
z diivodu rozdilné potieby slune¢niho svétla, tepla, ¢i vlhka. Podle toho, v jakém

prostiedi se rostliny vyvinuly (Safrankova a kol., 2013).



2.1.1.2 Litofytické orchideje
Litofytick¢ druhy orchideji rostou na exponovanych skaldch, kamenech ¢i ve

skalnatych oblastech.

Jedna se o prechodny typ mezi epifytickymi a terestrickymi druhy. Jejich kotfeny,
taktéz pokryté velamenem, jsou zapusténé do skalnich puklin a ukryté pted pfimym
slune¢nim svétlem se tak brani pred nadmérnou ztratou vody. Ziviny pak musi ziskavat
z okolniho mechu, destové vody, jinych organickych zbytkid, zachycenych na

kamenech, ¢i vlastnich jiz odumfelych pletiv.

Dalsi zptisob obrany proti sluneénim paprskiim je ¢ervena pigmentace rostlin a tuhé

listy, rostouci vzhuru (Nash a La Croix, 2007).

Nash a La Croix (2007) také uvadgji, ze litofytické druhy orchideji vznikly
sekundarné, z puvodnich epifytickych druhti. Podle Zouna (2008), vznikly litofytické
druhy ordhideji nejen z epifytickych, ale i pivodné terestrickych druht.

2.1.1.3 Podzemni orchideje
Jedna se o rostliny, které rostou skoro celé pod zemi a pouze jejich nékteré kvéty se
objevuji nad urovni povrchu zemé (Nash a La Croix, 2007). Prochazka (1980) k tomuto

uvadi, ze nékteré druhy orchideji pod povrchem zemé nejen rostou, ale i kvetou.

2.1.1.4 Saprofytické orchideje

Saprofytické orchideje jsou vlastné podskupina terestrickych orchideji, které
neobsahuji chlorofyl. Nazyvany jsou pak také jako mykotrofni. Tyto orchideje maji
mykorhizni vztah k ur€itym druhtim hub, jejichz prostiednictvim pfijimaji vyzivu

a energii z odumfelych ¢asti organické hmoty (Zoun, 2008).

2.1.1.5 Terestrické orchideje
Vyvinuly se v oblastech, kde bylo dostatek prostoru ve spodnich patrech vegetace.

Jejich kotfeny rostou zapustény v pudé€ a z ni také ziskavaji vétSinu pottebnych Zivin.
Dle Zouna v tropickych oblastech rostou terestrické orchideje v lehéich ptidach
smichanych s lesnim humusem. Jejich kofeny jsou tedy siln€jsi a maji i husté kofenové
vlaseni.
VétSina terestrickych orchideji mirného pasu roste ve stiedné tézkych a tézkych

pudach. Jejich kofeny jsou proto tenké, svaz¢ité a barvy hnédé (Zoun, 2009).
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Rust terestrickych druhti orchideji je také nejvice spojen s mykorrhizni symbidzou,

o které se blize mluvi v kapitole 2.4 této prace.

Nepiiznivé obdobi roku, a s tim spojené obdobi vegetacniho klidu, poméha pieckat
terestrickym orchidejim fakt, Ze jejich kofeny také byvaji ¢asto metamorfovany v hlizy.
Stonky mohou byt pfeménény v pahlizy, které funguji jako zdsobarna zivin a vody

(Zoun, 2008).

2.1.2  Zpisob ristu orchideji dle déleni stonku

Rust stonku u orchideji se obecné déli na monopodialni rist a sympodialni rist.

2.1.2.1 Monopodidlni déleni stonku

Monopodialni dé€leni je vyvojové starsi, rostliny maji pouze jeden stonek a nové
¢asti prirtstaji vzdy pouze jednim smérem (Jezek, 2010). Listy na monopodialnich
stoncich rostou proti sob&. Stonek u téchto orchideji byva kratky, prodlouzeny ¢i

popinavy (Rollke, 2007).

2.1.2.2 Sympodidlni déleni stonku

Sympodialné rostouci stonek nema jednu délici se pahlizu, ale vice rovnocennych
pahliz. Ty maji riznou velikost a tvar. Listy rostou po celé délce ¢i jen na vrcholu.
Neptiznivé obdobi roku pfeckava rostlina shozenim listli z pahliz. Nové pahlizy pak

vyrastaji z pupenu téch starych (Zoun, 2009).
2.2  Rod Cypripedium

2.2.1 Historie
Puvod jména Cypripedium je podle ostrova Kypr, na némz se podle mytologie
narodila bohyné Afrodita (¢i Venuse), a také podle latinského pedilum, coz v prekladu

znamena damsky stievic.

Jako prvni pouzil nazev Cypripedium roku 1737 némecky botanik Carl von Linné,
ve své knize Flora Laponica. Hovofil zde o evropském druhu Cypripedium foliis
ovatolanceolatis. Pozdéji, roku 1753 popsal a pojmenoval dalsi dva druhy Cypripedium
calceolus a Cypripedium bulbosum. Myslel tim nejen v Evropé nejznamé;jsi strevi¢nik
pantoflicek (Cypripedium calceolus), ale i druhy ze Severni Ameriky, nyni jiz znamé
jako Cypripedium parviflorum, Cypripedium acaule a Cypripedium guttatum (Cribb,
1997).
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Linné vSak nebyl prvni, kdo se zabyval popisem stievi¢nikl. Jiz roku 1561 Conrad
Gessner, ve své knize Horti Germaniae hovoti o: ,,Alismatis species, ut quidam putant,
Calceolus diuae virginis vulgo dichtus...* Prvni ilustraci pak roku 1568 ve své knize
Florum, et coroniariarium odoratarumque nonnullarum herbarium historia publikoval
Rembert Dodoens a jednalo se o kompletni nakres jednokvétého stievicniku

Cypripedium calceolus, v¢etn¢ kofenti (Cribb, 1997).

Dle Cribba (1997), prvnim, kdo spojil rod Cypripedium s orchidejemi, byl John
Parkinson, kdyz roku 1629 nedaleko hranic Yorkshiru, v Anglii, vyséval do ptirody
Cypripedium calceolus a zaroven jako prvni popsal jeho semena jako: ,,Very small, very
like unto the seede of the Orchides or Satyrions, and contained in such like long pods,
but bigger.“ Do tiidy Orchideje ovSem stievi¢niky formalné zafadil az botanik Michel

Adanson roku 1763 (Cribb, 1997).

2.2.2 Taxonomické zarazeni rodu Cypripedium

Zatazeni stfeviénikti do systému rostlin je z hlediska jeho vyvoje uvnitt tiidy
Orchidaceae velmi slozité a systematika jednotlivych druhti byva ¢asto pfepracovavana.
Béhem poslednich sta let se zafazenim stfevicnikli zabyvalo hned nékolik botanikl

(Eccarius, 2009). Proto pro ptehlednost a jasnost uvadim jen souhrn tohoto vyvoje.

Po Linném pfiSel roku 1840 John Lindley, ktery, jakozto nejvétsi odbornik na

orchideje své doby, rod Cypripedium rozd¢lil na sekce (Eccarius, 2009).

V roce 1854 H. G. Reichenbach zavedl samostatny rod Selenipedium. Sem fadil
nékteré tropické americké druhy stievicnik (Cribb, 1997). Podtfida Cypripedioideae,
kterou od roku 1831, kdy ji zavedl ¢esky botanik V. F. Kosteletzky, reprezentoval jen
rod Cypripedium, se tim rozrostla. R. A. Rolfe nasledné oddélil od rodu Cypripedium

dalsi rod, Phragmipedium.

Rolfe, ani Lindley nasledné ptestali délit ¢eled Orchidaceae na podceledé, ale
namisto nich pouzivali skupiny (Tribus), coZ se dnes bere jako stupefi mezi podceledi
arodem. Od roku 1896 Rolfe rozlisoval rody Selenipedium, Phragmipedium,

Cypripedium, Paphilopedilum (Eccarius, 2009).

F. W. L. Kraenzelin, Berlinsky gymnazialni profesor, roku 1901 vSechny vzniklé
rody opét spojil do jednoho, protoze povazoval za nelogické, aby rostliny, které dle jeho

nazoru mély monotonni vzhled, byly v riznych rodech. Rozdélil vsak rod Cypripedium
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na 6 sekci, 5 podsekci, které jesté nekdy rozdélil na série, a do kazdé rozepsal tehdy
znamé druhy stfevicniku.
Jiz roku 1903 vsak prisel E. H. H. Pfitzer s dalSim rozd€lenim, kdy rod

Cypripedium rozdélil primarné na 3 série, které dale ¢lenil na sekce, podsekce a v nich

jednotlivé druhy.

Dalsi vyrazna zména ptisla roku 1973, kdy F. G. Brieger rod Cypripedium rozdé¢lil

na 6 podrodii a v podrodech vytvofil jesté skupiny.

Sching-Chi Chen vSak vroce 1987 pfiSel s dalsi strukturou, tentokrat opét

s rozdélenim na sekce, podsekce a jednotlivé druhy (Eccarius, 2009).
Dle Cribba (1997) Ize rod Cypripedium rozd¢lit na 11 sekci:

Subtropicum, Irapeana, Obtusipetala, Retinervia, Cypripedium (2 podsekce-
Cypripedium, Macrantha), Enantiopedilum, Arietinum, Flabellinervia, Acaulia, Bifolia,

Trigonopedia.

Panové Pridgeon, Cribb a Rasmussen pak vroce 1999 pievzali rozdéleni tiidy
Orchidaceae dle Dresslera (1981), ktery vni vytvofil 5 podtéid, a v podtiidé
Cypripedioideae roz¢lenili dalsich 5 rodt. Byly to rody: Cypripedium, Paphilopedilum,

Phragmipedium, Mexipedium, Selenipedium (Eccarius, 2009).

Eccarius (2009) rod Cypripedium rozd€luje na podrod Cypripedium se sekcemi
Cypripedium, Acaulia, Arietinum, Bifolia, Enantiopedilum, Flabellinervia, Macrantha,
Retinervia, Sinopedilum, Trigonopedia a na podrod Irapeana se sekcemi lrapeana,

Obtusiflora, Subtropica.

U nas se muzeme v praxi setkat s nékolika poslednimi ¢lenénimi, pro uplnost
dodavam, Ze pan J. Zakrejs ve své knize Orchidey (1980) hovoii o podceledi
Cypripedioideae, ktera se ¢leni na dvé skupiny: 1. Apostasieae srody Apostasia,
a Neuwiedia a 2. Cypripedieae s rody Cypripedium, Paphiopedilum, Phragmopedilum
a Selenipedium (Zakrejs, 1980).

2.2.3 Morfologie a biologie rodu Cypripedium

Stfevicniky patii mezi terestrické orchideje. Rostou nejcastéji na mistech bez
ptimého slune¢niho svitu, od prosvétlenych po stinné oblasti. Cypripedium tibeticum
muze rust i na pifimém slunci, v kontrastu s napi. Cypripedium acaule, ktery zase roste

jen v hlubokém stinu.
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Nejcastéji se jednd o okraje lest, jako jsou dubohabfiny, kvétnaté a okroticové
buciny, vzacné i sutové lesy. Rostou vSak i na lucnich stanovistich, jako jsou vlh¢i
Sirokolisté travniky, stiidavé vlhké bezkolencové louky a dalsi oblasti s mirn¢ vlhkou,

pfes 1éto i vysychajici padou (Cribb, 1997).

Vsechny stievi¢niky mirného pasu rostou v oblastech se stiidanim teplot a ro¢nich
obdobi. Proto na jafe vyristaji z pupent rasicich na podzemnich oddencich, od
zaCatku do pilky léta kvetou a semena dozravaji na podzim. Zimni obdobi pfetrvavaji
V dormantnim stavu s naSetfenymi zasobami v podzemnich oddencich. Jde o vytrvalou,

dlouhovékou bylinu, ktera mtze Zit i nékolik desetileti (Cribb, 1997).

Pokud nechame jejich semena dozrat, nevykli¢i ndm diky pfitomnosti inhibi¢nich
latek do doby, nez projdou procesem vernalizace. Tato Cast, kdy na semeno plsobi
chladné teploty, se d4 uméle navodit plisobenim nizkych teplot v chladnicce, po dobu

dvou az ¢tyi mésicu (Cribb, 1997).

Dalsi moznosti je inhibi¢ni latky, za pomoci kombinace pusobeni 70% ethanolu
a 7% roztoku chlornanu véapenatého, vymyt ze seminka b&hem povrchové sterilizace,
¢emuz se blize vénuji v kapitole 3.3 této prace. Pti vysevu ndm pak pomohou i ristové

regulatory (Vejsadova, 20006).

Pii idealnich podminkach nam vyklicené semeno vyroste v kvetouci rostlinu za
dobu zhruba tii let. Obvykla je vSak doba péti let. Je to zhruba stejny Cas, po ktery trva
stievicnikiim ve volné pfirod¢, neZ zacnou kvést. Ve starsi lieratufe se mizeme docist
o dob¢ 12 let. Jedna se vSak jen o odhady, nezalozené na vysledcich kultiva¢nich

pokust (Cribb, 1997).

2.2.3.1 Koieny

Jejich hnédé, svazcité kotfeny, maji bilou kotfenovou $picku a jsou vzdy zapustény
do substratu. Cypripedia nemaji vzdusné kotfeny.

Funkce kotenl jsou uchyceni rostliny k podkladu ¢i v substratu. Dilezity je také
pfijem vody a Zivin, ale i jejich ukladani v zasobnich organech (Safrankova a kol.,

2013).

Zajimavy je fakt, Ze z oddenku dospélych stfevicnikd vyrtstaji i kofeny bez

mykorhizy a dospéld rostlina je na houbové symbidoze mnohem méné zavisld, az
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nezavisla, protoze latky, ziskdavané mykorrhizou, si dovede syntetizovat diky

fotosyntéze sama (Dykyjova, 2003).

2.2.3.2 Stonek

Strevicniky maji vzptimenou lodyhu, dosahujici rtizné vysky, dle druhu, avSak
nejcasteji v rozmezi 15-85 cm. Byva bud’ lysa, ¢i riznomérné ochlupend, ale vzdy je
bohat¢ pokryta listy. Na konci lodyhy roste nejcastéji po jednom az dvou kvétech
(Eccarius, 2009).

2.2.3.3 Listy

Listy stfevi¢niktl jsou vzdy celokrajné, velikostn€ od par centimetrd, az po 1 metr.
Rostou po celé délce lodyhy. Tvarem jsou kopinaté, obvej¢ité az vejcité, nékteré mohou
byt redukovany v tzkou listovou pochvu. Maji rovnobéznou Zilnatinu a mohou byt

u n€kterych druhti pokryty chloupky (Cribb, 1997).

2.2.3.4 Kvéty
Tvar pysku a srostlych spodnich sepali u vSech zastupci rodu Cypripedium

pfipomind stievic. Timto se oste vzhledové ohranicuji od ostatnich Orchideji.

Avsak stejné jako u ostatnich druht orchideji, jsou zrcadloveé soumérné, podle jedné

osy, maji 3 vné&jsi okvétni listky (sepaly) a 3 vnitini (petaly).

Souborné oznaceni, které se pro né pouziva jsou pak tepaly. Jedna se vSak
0 nespravné oznaceni, protoZe témito slovy se oznacuji okvétni listky dvoudéloznych
rostlin, kde se 1i8i 1 morfologicky. U Orchideji se vSak sepalit a petalii pouziva bézné,
kvili uleh¢eni popisu kvét (Dusek a Kiistek, 1986).

Vn¢j$i listky jsou uspofadany do trojuhelniku a vytvari svym tvarem krasné
obrazce. Z vnitinich listki je pak jeden, vétSinou ten prostiedni, pfeménén v napadny
pysk (labellum).

Uprostied kvétu, nad pyskem, se nachazi sloupek (kolumna), ktery nese bliznu

a praSniky.

Semenik je spodni a tvofen 3 plodolisty. U témét vSech orchideji se v priabéhu
vyvoje kvétu ota¢i o 180°. Cast kvétu, ktera se zda byt dolnim pyskem, je ve skute&nosti

pyskem hornim (Charles L. Argue, 2011).
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2.3  Charakteristika vysévanych druhu rodu Cypripedium

2.3.1 Cypripedium reginae

Jedna z nejatraktivnéjSich orchideji v rodé, ptezdivana téz ,,The Queen, nebo
»Showy lady’s slipper orchid“. Kviili svému atraktivnimu vzhledu je ve volné piirodé
drancovana, coZ ma za nasledek postupné zmensovani oblasti jejiho vyskytu. Roste
V jizni a jthovychodni ¢asti Kanady a na severozapad¢ U.S.A., v nadmotskych vyskach

do 500 metru.

Uspésné vysledky jeji kultivace se datuji do roku 1731, kdy ji Philip Miller zasadil
Vv Chelsea. V Evropé ovSem byla znama jiz daleko diive, roku 1635 ji jako Calceolus

marianus canadensis pojmenoval J. P. Cornut (Cribb, 1997).

Rostlina je 35-85 cm vysoka, vzpiimena a jeji lodyha i listy jsou husté pokryté
chloupky. Vyrusta z kratkého tmavého rhizomu a tvofi trsy. Listy maji silné zilkovani,
jsou vejcitého tvaru o Sifce 6-15 cm a dortstaji délky 10-24 cm.

Kvete v obdobi od kvétna do srpna, velkymi plsobivymi kvéty, které se na rostliné
nejcastéji vyskytuji po jednom, ojedinéle po dvou az ¢tyfech. Jsou bilé a jejich pysk ma

nadech do rizova, ptfi¢emz existuji i Cisté bilé¢ formy kvéti (Cribb, 1997).

Obrazek 1, Cypripedium reginae
zdroj: http://www.planteck.com/ben/wp-content/uploads/2011/01/Cyp-reginae007.jpg
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2.3.2  Cypripedium fasciolatum
Rostlina se pfirozené vyskytuje v Cing, avsak pouze v oblastech Sichuan a Hubei
v nadmotskych vyskach 1650-2500 metri. Objevena byla francouzskym misionafem

otcem Fargesem roku 1894 (Cribb, 1997).

Jedna se o terestrickou orchidej s velkymi zlutymi nepiijemné vonicimi kvéty, na

jejichz banatém pysku jsou tmave Cervené tecky.

Rostlina dortstd vysky 30-45 cm, Roste vzptimené, na lodyze je 6 listd, pficemz
spodni byva redukovan v izkou pochvu. Horni tfi listy jsou ovalné az zakulacené 8-17,3

cm dlouhé a 4,5-11,5 cm Siroké.

Kvete v obdobi od dubna do zacatku Cervna a na kazdé rostliné byva jeden, ¢i
ojedin€le dva kvéty. Spolu s americkou orchideji Cypripedium kentuckiense maji
nejveétsi kvéty z rodu (Cribb, 1997).

Obrazek 2, Cypripedium fasciolatum
zdroj: http://www.floralpin.de/images/cypripedium-fasciolatum-06_1.jpg

2.3.3  Cypripedium flavum
Objeveni tohoto stievi¢niku se pfipisuje dalSimu z francouzskych misionait, otcem

Davidem, v oblasti zapadniho Sichuanu, v Ciné roku 1869.

Jde o0 jeden z nejrozsitenéjsich druht stievicnikt, vyskytujicich se v pohoti zapadni
a jihozapadni Ciny v nadmoiskych vyskach 2700-3700 metrii na mirné zastinénych

stanovistich.
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Je vSak zajimavé, ze mimo Cinu je tato orchidej relativné malo zndma (Cribb,

1997).

Rostlina, s osamocenymi ¢i shluknutymi, vzpfimenymi a kratce ochlupenymi
olisténymi stonky, je vysoka 17-60 cm. Ma kratké, ¢i delsi, tmavé koteny.
Listy rostou pravidelné rozmisténé po celé délce lodyhy a to po 6-10 kusech. Jsou

dlouhé 9-17,5 cm a Siroké 4,2-12 cm, kratce ochlupené na obou stranéch.

Kvete svétlou, maslove zlutou barvou a miva na zadni stran¢ sepalti, petalti 1 pysku

¢ervené skvrnky (Cribb, 1997).

Obrazek 3, Cypripedium flavum

zdroj:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/98/Cypripedium_flavum_Orchi_010
Jpg

2.3.4  Cypripedium macranthos
Rostlina je charakteristicka svym velkym fialovym ¢i tmavé rizovym pyskem,
vzacné se vyskytujicim i v bilé formé. Ta je pak nazyvana Cypripedium macranthos

albiflorum.
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Lodyhu ma vzpiimenou, 15-40 cm vysokou a olisténou 3-5 listy vej¢itého tvaru,
dlouhymi 10-14 cm a Sirokymi 4-6,5 cm. Na konci lodyhy je vzdy jeden kvét, jehoz
sepaly i petaly maji zilkovani zbarvené tmavs$im odstinem fialové, nez je zbytek kvétu.

Vyskyt této rostliny je pomérné $irsi, od evropské ¢asti Ruska, ptes jizni ¢ast Sibife,
Kamcatku, Sakhalin Island, Koreu, Severovychodni Cinu, Japonsko az po Taiwan.
Roste na vlhkych stanovistich a v polostinu, od luk pfes kioviny az po lesy casto na

svazitém terénu a na navrSich. Vyskytuje se do nadmoiské vysky 2400 metrii (Cribb,
1997).

Cypripedium macranthos var. hotei-atsumorianum je dalsi zforem tohoto
stteviéniku, pojmenovand podle budhistického boha S$tésti a spokojenosti, Hotei.

Nachazi se v oblastech pobliZ japonského Nagana a ma vyrazn€ tmavé fialovy kvét

(Eccarius, 2009).

Dalsi z druhu Cypripedium macranthos, se kterym jsem pracoval, byla verze
z lokality Arshan u Bajkalu, na internetu nazyvana obchodniky podle této oblasti
Cypripedium macranthos Arshan. AvSak v odborné literatufe se o zadné takové

specialni formé nehovofi.

Obrazek 4, Cypripedium macranthos
zdroj: http://www.cypripedium.cz/Images/cyps/macranthos0.jpg
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2.4  Mykorrhiza

2.4.1 Definice mykorrhizy

Mykorrhiza je asociace kofent vyssich rostlin s myceliem ptidnich hub. Casto byva
oznacovana jako symbioza (Charles L. Argue, 2011). Obecné se vyskytuje piiblizné
uU90% vsech rostlinnych druhti na nasi planeté. Rozvoj houbového symbionta je
zamé&fen pouze na primarni kofenovou kiru, mykorrhizni houby se nikdy nerozruistaji

ve stfednim valci s cévnimi svazky (Mejstiik, 1988).

2.4.2  Orchideoidni mykorrhiza
Jedna se o jeden ztypi endomykorrhizni symbidzy a celkové jde o evoluéné
nejmladsi ze vSech mykorrhiznich symbiéz. U zadné dalsi ¢eledi, kromé& Orchidaceae,

tento druh mykorrhizy pozorovan nebyl (Sally, 2010).

Transport sacharidl je zcela opa¢ny, nez u ostatnich mykorrhiznich symbiodz, a to
Z houby do hostitele. Tim se tento druh mykorrhizy zdsadné fyziologicky odliSuje,
protoze standardné probiha transport sacharid z hostitele do hyf symbionta (Mejstiik,
1988).

Symbiotické houby jsou nejcastéji z tiidy Basidiomycetes, méné Casto pak z tfidy
Ascomycetes a pro jiné rostlinné druhy mohou byt patogenni (Gryndler a kol., 2004).

Orchideoidni mykorrhizu poprvé popsali na zacatku 20. stoleti panové Bernard
a Burgeft (1909). Jimi popsana morfologickéa forma byla tzv. tolypofagie. Tato forma je
nejrozsifenéj$i a v minulosti se vyzkum vénoval zejména ji. Pozdé€ji byla popsana
I daleko vzacnéjsi, tzv. ptyofagni forma orchideoidni mykorrhizy (Burgeff, 1936), jenz
je zatim pozorovana jen u nckolika malo tropickych druhli orchideji (napiiklad rod

Gastrodia) a znalosti o ni prozatim nejsou velké (Klepetkova, 2006).
Hlavni rozdil mezi tolypofagnim a ptyofagnim morfotypem je ve zpisobu ristu hyf.

Zatimco u ptyofagni formy prorustaji jednotlivé hyfy bunkami kotene,
u tolypofagni formy vytvaii hyfy uvnitt bunék klubicka, tzv. pelotony.
Pelotony se vyskytuji ve vSech vyvojovych stadiich rostliny a dochazi v nich ke

zprostiedkovani vymény Zivin mezi hostitelem a symbiontem. Po urcité dobé podlehnou

degradaci. Diavody degradace vSak nebyly doposud objasnény (Gryndler a kol., 2004).
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2.4.3 Kliceni semen orchideji a vliv mykorrhizy

Semena orchideji jsou redukovéana pouze na nepatrné embryo, chranéné osemenim
bez zasobnich latek. Velikostné jsou do 1 mm. Diky své velikosti blizké prachové
Castici se mohou velmi dobie §ifit prostfedim pomoci vétru. ProtoZze vSak obsahuji jen
velmi malo Zzivin, nemiize se z nich vyvinout zarodek, dokud neziska z okolniho
prostiedi dostatek energie, kterou ziskdvaji pravé prostfednictvim mykorrhizni

symbiozy.

Vsechny druhy orchideji musi pii kli¢eni nejprve prochdzet vyvojovym stadiem

protokormu.

Jako prvni s timto terminem pfiSel Melchior Treub v roce 1890. U orchideji jej
pouzil Noél Bernard mezi léty 1899 a 1910. Oznacoval tim malé kulovité, hlizdm
podobné utvary, tvotfené klicenim semen orchideji. Termin protokorm se nesmi
pouzivat pro oznaceni podobnych subjektti, vzniklych z explantat, ¢i jinych tkanovych

kultur in vitro.

Pro utvary, vzniklé z explantati a tkanovych kultur ¢i kalusu se pouziva termin
»protocorm-like body*, psano zkratkou PLB. Néazev vytvofil George Morel roku 1960
(Arditti, 2009).

Protokorm vznikd postupnym bobtndnim semene, kdy zvétSujici se embryo protrhne
obalové vrstvy. Jde o kulovity utvar bilé barvy, ze kterého postupné vyristaji drobné

rhizoidy a postupné vytvoii prvni pravé organy rostliny.

Stadium protokormu byva u jednotlivych druhti rizné dlouhé, avsak zadna
z orchideji nemiize v tomto obdobi asimilovat. Béhem této faze vyvoje musi dojit
K infekci houbou, ktera bude nasledné¢ ptedavat rostliné sacharidy, aby mohla

pokracovat ve vyvoji a v ristu (Mejstiik, 1988).

K infekci rostliny houbou dochazi z pudy. Hyfy pak prortstaji epidermis kofent

a jako hostitelské bunky jim slouzi korové bunky parenchymu.

V pribéhu ristu orchideje se jeji vztah s houbovymi symbionty méni. Zatimco
béhem klieni jsou orchideje na houbé zcela zavislé a Cerpaji z nich veskeré Ziviny,
z diivodu absence vlastniho asimila¢niho aparatu, v prib¢hu dospivani se tato zavislost
zmensSuje a rostlina z hyf ¢erpa pouze n€které mineralni latky, ¢i se na mykorrhize stava

zcela nezavisla (Mejstiik 1988).
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Existuji také orchideje, které jsou na mykorrhizni symbidze zavislé po cely zivot.
Jedna se o skupinu saprofytickych orchideji, jako naptiklad Neottia nidus-avis (Dusek
a Kiistek, 1986).

2.5  Vegetativni rozmnoZovani orchideji

Vegetativni rozmnozovani orchideji je jejich rozmnozovani nepohlavni cestou a to

n&kolika zptisoby. Rizkovanim, oddélovanim dcefinych rostlinek a délenim trstt (Zoun,

2009).

2.5.1 Rizkovani
Klasické stonkové ¢i vrcholové ftizky jsou dle Zouna (2009) pouzitelné jen

u n€kolika druht orchideji, jako naptiklad Dendrobium.
Nejcastéji pii fizkovéani ze spicich pupenli oddélené €ésti vyroste nova rostlina,
nebo fizek zapusti kofeny a jeho nadzemni ¢ast pokracuje v rastu.

Abychom =zajistili dostatecny rast kofent, je vhodnéj$i pouzit méné vyzivny

systém.

Nové€ vytvotfeny fizek kvili absenci kofenti je siln€¢ vdzan na vzdusnou vlhkost.
Z toho diavodu je nutné zajistit vlhké prostfedi. Za timto ucelem se nejcastéji pouziva
mikrotenovych sacki, ¢i prenosnych inkubacnich sklenikl, nebo uzavienych akvarii

(Zoun, 2009).

2.5.2 Oddélovani dcerinych rostlin

Dceftiné rostliny jsou odnoze vytvoiené na stoncich, pahlizach, ¢i kvétenstvi starSich
rostlin. Vé&tSinou maji vytvoreny kofenovy systém a lze je tak snadno odlomit a zasadit
do substratu stejného sloZeni, jako rostliny mate¢ni Ziskdme tak rovnou dospélou

rostlinu (Zoun, 2009).

2.5.3 Déleni trsu

Nékteré druhy orchideji vytvareji nové odnoze z pupent na oddencich, kotenech
a na bazi starSich pahliz. Ze zac¢atku s matecni rostlinou pevné spjaté odnoze postupem
Casu vytvofi kofeny a jsou tak plné¢ sobéstacné. V tento moment je Ize opét oddélit od

mate¢ni rostliny a samostatné zasadit.
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Je vSak nutné zajistit, aby novy oddenek mél dostatek vlastnich kofenti a nedoslo
k poskozeni rostliny mate¢ni. Pocet pahliz, ¢i listovych rizic, na tomto oddéleném kusu
by mél byt v rozmezi minimaln¢ 3-5, aby se zajistila dostatecna vitalita rostliny a jeji

schopnost dalsiho rtistu a vyvoje.

Oddélenim pouze jedné pahlizy, ¢i starych pahliz bez listd a kotentl, dochazi
k tomu, ze veskera energie této oddélené ¢asti rostliny jde do tvorby vegetativnich ¢asti
a zpozdi se tim tvorba kvétd, poptipad¢ se vibec nevzpamatuji a odumiou (Zoun,

2009).

2.6 Generativni rozmnozovani

velké mnozstvi semen, které vSak rovnéz potiebuji ke svému vykli¢eni symbiotickou

houbu, z divodu absence vyzivovych latek v endospermu.

V ptirod¢ tedy nejcastéji ze semen orchideje klic¢i v blizkosti matefské rostliny, kde

je ptitomnost symbiotickych hub spolehliva.

Jelikoz vétSina orchideji jsou rostliny cizosprasné, doporucuje se pro spolehlivé
opyleni a tvorbu kli¢ivych semen opylovat pylem z jiné rostliny. Po urcit¢ dobé od
opyleni se vytvori na rostliné semenik, ktery ma tvar tii az Sestihranné tobolky. Ten
vV dobé plné zralosti praskne a semena se zacnou volné sypat ven. Maji Zlutavou, ¢i

hnédou barvu. (Zoun, 2009).

Dle Vlasinoveé (1988), se pii umélém opylovani pouzivad dvou postupi, jak ziskat

semena Vv potfebném stupni zralosti.

2.6.1 Umélé opyleni rostlin na prirozeném stanovisti

Predpokladem zachyceni co nejvétsi variability Vv ramci populace se opylovani
provadi zpusobem, kdy kazdy kvét opylime pylem zjiné rostliny. Pyl odebirame
z rostlin nachazejicich se v riznych ¢astech lokality, nikoliv z rostlin v blizkosti rostliny

opylované.

Nasledné se opylené rostliny nendpadné oznaci Stitkem, aby bylo ziejmé, které

semeniky byly opyleny za ucelem sbéru a z jaké rostliny pyl pochazel.

Néslednymi terénnimi kontrolami pak sledujeme, jak semeniky zraji a v potfebnou

dobu je mizeme sklizet (VlaSinova, 1988).
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2.6.2 Umélé opyleni s dozranim semen v laboratori
Druhou moznosti, jak ziskat semena orchideji je rostlinu odfiznout a prenést do
laboratoie. Sefizneme konec lodyhy a nadbytecné listy. Poté se umisti rostlina do

sklenice s destilovanou vodou.

Aby se podpotil vyvoj semenikd, je dobré ponechat jen nékteré kvéty a horni ¢ast

kvétenstvi uplné odstranit.

Vyhodou této metody je moznost sledovat stav vyvoje semenikti mnohem
jednoduseji, nez neustale navstévovat piirodni lokality, a vyset tak semena v optimalni
dobé zralosti. Problémem vSak je snadnd moznost kontaminace rostliny a samotny fakt,

ze musime rostlinu fyzicky odebrat z prosttedi (Vlasinova, 1988).
2.7 Invitro kultivace

Kultivace in vitro je velmi dulezitou metodou pii zachrannych programech po
celém svété. (McKendrick, 2000).

Na rozdil od pfirodnich podminek, maji v laboratornich podminkéch vSechna
semena stejnou Sanci na vykliceni, protoze jim mlzeme zajistit idedlni klimatické
podminky, a také dodat dostatek Zivin, pomoci piipravy vhodnych kultiva¢nich médii

(Jezek, 2010).

2.7.1 Symbiotické vysevy in vitro

Aplikaci houbovych endofytli do médii miiZeme uc¢inné€ stimulovat klic¢ivost a dalsi
rust rostlin. Diky mykorrhiznim houbam se proces rastu také vyrazné zrychli a ptevod
rostlin do podminek ex vitro je mnohem snazsi, nez pti asymbiotickém vysevu. Rostliny

totiz diky jiZ vzniklé symbidze s houbami maji vétsi pravdépodobnost pieZiti.

Média, pfipravena pro symbiotické vysevy obsahuji jako zdroj uhlikatych latek
I nerozpustné polysacharidy, jako celul6za, ¢i skrob. Tyhle polysacharidy slouzi k riistu

mykorrhizni houby, kterd nasledné mykoheterotrofné vyzivuje kli¢ici orchide;j.

Problematické ovSem miZe byt udrzet vztah obou symbiontd v rovnovaze
a optimalizovat podminky tak, aby houba protokormy orchideji nepterostla, protoze tim
dojde k jejich zahubeni (Dusek a Kfistek, 1986). Vliv mykorrhizni symbidzy na kli¢ici

semeno byl popsan v kapitole 2.4.3 této prace.

24



2.7.2  Asymbiotické vysevy in vitro

Asymbiotické vysevy orchideji jsou vysevy vin vitro podminkach a jedna se
0 jejich kultivaci ze seminek na médiu bez pfirozeného houbového symbionta. Kvuli
absenci symbiotickych hub je dulezité spravné slozeni kultivatniho média

(McKendrick, 2000).
2.8  Kultiva¢ni média pro asymbiotické vysevy

Principem tvorby kultiva¢nich médii, pro aseptické asymbiotické vysevy, je snaha
dodat kli¢icim semeniim orchideji veskeré latky, které v piirod¢ ziskavaji od

symbiotickych hub (Dusek a Ktistek, 1986).

2.8.1 Komponenty kultiva¢nich médii

Soucasti zivnych pid pro asymbiotické vysevy jsou anorganické i organické latky,
Z nichz jsou nejdulezitéjsi cukry, zejména glukdza a sachardza, dale mineralni latky
alatky hormonalni, jako rustové regulatory, a latky vitaminové povahy (DusSek

a Kiistek, 1986).

Aby byla uméle piipravend latka tuhd, pfidava se do ni agar, coz je gel, ziskany

z mofiske tasy (Jezek, 2010).

2.8.1.1 Makroelementy
a zelezo, musi byt obsazeno ve vSech kultivacnich médiich, protoZe rostlina je ke svému
spravnému ristu a vyvoji potifebuje ve veétsim mnozstvi. Rostlindm jsou dodavany

nejcastéji ve forme soli (Arditti, 2009).

Dusik (N)

Dusik pottebuje rostlina pro tvorbu vegetacnich organti. Jako anorganicky se
dodava se do média ve formé amoniakalni (NH4") nebo nitratové (NOs), (Hradilik,

2005).

Rychlost, s jakou rostliny dusik pfijimaji, se linearné odviji na zaklad¢ pfitomnosti,
¢i absenci cukru v médiu. Rychleji také pfijimaji amoniakalni dusik (Arditti, 2009).

O dusiku v jeho organické forme bude pojednano dale.
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Fosfor (P)

Tento prvek se do médii obecné pfidavéa ve formach fosfatovych, ¢i amonnych soli,

avSak v nepfili$ vysokych koncentracich (Arditti, 2009).

Podili se na pochodech v buiikach, zejména na tvorbé energeticky vyuzitelnych
sloucenin (Dusek a Kiistek, 1986). Dle Ardittiho (2009) se do médii ptidava kombinace
dvou raznych fosfatovych soli jako pufru. Jako prvni tohoto vyuzil Hans Burgeff
(1936). Avsak dodnes neni prokazano, ze by pufrovani médii pro kliceni semen, pomoci

fosfatovych soli bylo nezbytné (Arditti, 2009).

Vapnik (Ca)

Ionty véapniku se mohou obcas vysrazet v médiu ve formé fosfatovych soli. Tento
fakt je nejspiSe zpisoben tim, ze hlizy a semena orchideji samy o sob& z média Cerpaji,
a samy obsahuji, jen velmi malé mnozstvi vapniku, takze se nadbytek vysrdzi praveé

formou fosfatovych soli (Arditti, 1967).
Hot¢ik (Mq)
Ptitomnost hot¢iku v kultivacnim médiu je nezbytnd zejména v pozdé&jsich fazich

kultivace, kdy se podili na spravné tvorbé chlorofylu (Dusek a Kiistek, 1986).

Draslik (K)

Draslik je dulezity pro vyrovnavani osmotického tlaku a bobtndni plazmy.
V pozdé¢jSich fazich ma vliv na spravnou tvorbu kvétl a ¢innost fotosyntézy (DuSek

a Kiistek, 1986).

Zelezo (Fe)

Zelezo, dodavané do médii formou chelatu v zasobnim roztoku, ma vliv na aktivaci

enzymu a metabolismus rostlin (Dusek a Kfistek, 1986).

2.8.1.2 Mikroelementy
Zakladni mikroprvky v kultivacnich médiich jsou mangan, zinek, bor, méd’, kobalt,
a molybden (Hradilik, 2005). Mikroelementy jsou nazyvany z toho dtvodu, Ze rostlina

je ke svému ristu sice potiebuje, avsak v mnohem mensim mnozstvi, nez makroprvky

(Arditti, 2009).
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2.8.1.3 Zdroj uhliku a energie
Klic¢ici semena orchideji neobsahuji chlorofyl a z toho divodu je nutné mit v médiu
dostatek zdrojii energie a uhliku pro jejich heterotrofni vyzivu. NejcastéjSim

komponentem je glukdza, sachar6za ¢i fruktoza (Dusek a Kiistek, 1986).

Sachar6za je teplem pii sterilizaci v autoklavu casteéné rozklddana na glukézu
a fruktozu, coz nam umoznuje pouzit pti ptipravé média vice sachardzy, nedostava-li se

nam samotné glukozy.

Pravé pifitomnost cukri v médiu v8ak umoznuje pii Spatné provedené sterilizaci

rychlé rozmnozeni nezaddoucich mikroorganismti (Hradilik, 2005).

2.8.1.4 Vitaminy
Celkové mnozstvi vitamint, pfidanych do médii ke kultivaci orchideji, neni

doposud piesné stanoveno a u jednotlivych médii se jejich pocet a mnozstvi lisi.

VeétSina médii vSak obsahuje niacin (kyselina nikotinova), pyridoxin a thiamin.
V men$im mnozstvi se pak do nékterych médii pridavaji i biotin, kyselina

pantothenova, kyselina listové a jiné.

Kazdy vitamin ma svou specifickou tlohu pii kliceni semen i pfi nasledné kultivaci
kli¢nich rostlin a nelze je vzdjemné zaménovat. Pfi nedostatku vitaminil pak mlZe dojit

ke zpomaleni rustu, ¢i jeho Gplné inhibici (Arditti, 2009).

2.8.1.5 Zdroje organického dusiku a aminokyseliny
Operativnim zdrojem dusiku, ktery muliZe kli¢ici rostlina snadno a rychle vyuZit,

jsou aminokyseliny. Ve vysSich koncentracich v§ak mohou rlist inhibovat.
Nejpouzivangjsi aminokyselinou v médiich pro kultivaci orchideji je pak glycin,
jelikoz je soucasti média ptipraveného dle Murashige a Skoog (1962).

Neznamena to vsak, ze by ostatni aminokyseliny v médiich obsazeny nebyly, jen

nejsou pritomny V takové koncentraci.

Chceme-li aminokyseliny z média vynechat, méli bychom postupovat uvazlivé
a pripravit si specialni verzi média zvlast, protoZe nevime, jaké to bude mit nasledky.

V piipad¢ ptfidavani aminokyselin do média je tfeba mit také nastudovanou
problematiku jejich tepelné degradace a sterilizaci média pak feSit pfipadnou kombinaci

autoklavovani a studené filtrace (Arditti, 2009).
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Hydrolyzat kaseinu, ¢i jiné bilkovinné hydrolyzaty, pak také funguji jako zdroj
organického dusiku (Hradilik, 2005).

2.8.1.6 Ostatni organické sloZky médii

Slozka, ktera pozitivné ovliviiuje rust a prodluzuje dobu, kdy je nutné klicici
rostlinu premistit na jiné médium, je aktivni uhli. Dilezita je jeho absorpéni schopnost,
kdy absorbuje rizné fenolické latky, které klicici rostlina produkuje a jejichz oxidacni

produkty jsou pro ni toxické.

Do skupiny ostatnich organickych slozek pak patii i kvasni¢ni extrakt, sladovy
extrakt, kokosové mléko, homogenaty z banant, rajcatova st'ava, mrkvova §tava a jiné

(Hradilik, 2005).

Kokosové mléko je vlastné tekuty endosperm kokosovych ofechli a v médiich pro
vysev orchideji bylo poprvé pouzito roku 1951 panem Mariatem. V mnozstvi do 2%
zZobjemu média ma stimulacni 0¢inky na kli¢eni semen, zejména na proliferaci
protokormti, avSak protokormy byvaji nazloutlé. Pti vyssich koncentracich pak spise
kliceni inhibuje, ¢i zpusobi ztratu vitality semen. N&ktefi védci tvrdi, ze Uc¢innost
endospermu z kokosovych ofechll spo¢iva v pfitomnosti cytokininu zeatinu (Arditti,

2009).

Jelikoz v nasich podminkach se tekuty endosperm z nezralych kokosovych ofechii
shani velice obtizné, byva nahrazovan kokosovym mlékem z ofechli zralych, coz jsem
ucinil i béhem své prace.

Pro svij stimulacni uc¢inek na kliceni semen orchideji byva vyuzivana u nekterych
druhti i rajcatova §t'ava, ta vSak konkrétn¢ u rodu Cypripedium zadné Gcinky na indukci

kliceni dle Ardittiho (1967) nema.

Kvasni¢ni extrakt obsahuje Sirokou §kalu vitamin® skupiny B, z nichZ maji n¢které

klicovy vliv na vyvoj protokormu (Arditti, 2009).

2.8.1.7 Rustové reguldatory

Fytohormony jsou rostlinné hormony, které kazda rostlina pfirozené produkuje
Vjedné casti a transportuje do druhé ¢asti. Zde pak vyvolaji fyziologickou odpoved.
Fyziologicka odpovéd’ byva ve formé stimulacnich, ¢i inhibi¢nich G¢ink.

Latky obdobnych ucinkt, jako fytohormony, jsou ristové regulatory. Rozdil mezi

témito skupinami je ten, Ze ristové regulatory jsou latky umeéle syntetizované
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a pfidavané do médii, aby se navodily obdobné ucinky, jako maji nativni fytohormony.
Oboji se vsak shrnuje do jednotlivych skupin jako auxiny, cytokininy, giberiliny a dalsi,

Vv zavislosti na svém ucinku (Pandey a Sinha, 2009).

6-Benzylaminopurin (BAP)

Jedna se o jeden z nejpouzivanégjSich syntetickych cytokinind, za Gcelem indukce

tvorby prytu a navozeni bunééného déleni pfi kliceni semen.

Kinetin (6-furfurylaminopurin)

Kinetin taktéz neni obecné pfijiman jako cytokinin, piirozen¢ se vyskytujici

Vv rostlinach (Pandey a Sinha, 2009). M4 obdobné ucinky, jako BAP.

2.8.1.8 Latky pro zpevnéni médii
Rozpusténé mineralni a organické slozky média je tieba prevést do pevného stavu,
aby mohly byt pouZity pro vysev. Stabilizacni slozkou je pak nejcastéji agar, ziskany

z vlaken moftskych fas.

Ztuhnutim média zajistime, Ze vysetd semena zlstanou na jeho povrchu a budou tak
mit i kontakt se vzduchem
Kromé agaru se pfi piipravé médii jako jeho zpeviujici slozky pouzivaji i latky jako

agardza, phytagel a Gelrite (Hradilik, 2005).

2.8.2  Sterilizace médii
Nezbytnou soucasti aseptickych vysevll je dokonald sterilita vSech pouzivanych

nastroju, kultivacnich nadob, médii i povrchu samotnych semen.

Kultivaéni média diky svému vysokému obsahu Zivin velice snadno podléhaji
riznym kontaminacim. Abychom tomu zabrénili, je nutné zajistit jejich sterilitu pomoci

sterilizace v autoklavu.
Po urcity cas (obvykle 15-20 minut) je vystavime vysokym teplotam (121°C) a
urcitému tlaku (105 kPa), coz zni¢i vSechny vegetativni i generativni formy

mikroorganismu, které se v médiu potencialné mohou vyskytovat (McKendrick, 2000).

Nemame-li Kk dispozici autoklav, je mozné kultivaéni nadoby sterilizovat
Vv zavafovacim ¢i tlakovém hrncei, kdy proces pilisobeni vysoké teploty a tlaku po 48

hodinach opakujeme jesté jednou (Dusek a Kiistek, 1986).
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2.8.2.1 Sterilni prostiedi pro vysev

Problematika sterilniho prostiedi je v soucasné dob¢ feSena pomoci aseptickych
laminarnich boxii, zvanych téz ,,flow box“. Zafizeni filtruje nasdvany vzduch a zbavuje
jej tak mikroorganismi i spor. Takto upraveny vzduch pak proudi horizontdln¢ ve
sméru ven zboxu, ¢imz omyvd pracovni plochu a zabranuje tak pfistupu

mikroorganismu z okolniho prostoru.

Pfed zahajenim prace v laminarnim boxu je nutné nechat po urcity ¢as, zhruba 15
minut, pusobit UV zafeni a nasledné box desinfikovat roztokem 70% ethanolu. Diky
tomu muzeme v boxu pracovat s rostlinnym materidlem témét bez rizika kontaminace.

(Hradilik 2005).
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Rostlinny material

Pro své vysévaci pokusy jsem pouzival semena terestrickych orchideji rodu
Cypripedium. Konkrétné se jednalo o druhy: Cypripedium reginae, ze seminek rostlin
zakoupenych od dvou riznych firem a ozna¢enych dle nich jako Cypripedium reginae
(Vermont) a Cypripedium reginae (Van Tubergeen). Dale se jednalo o druhy
Cypripedium flavum, Cypripedium fasciolatum, Cypripedium macranthos ve formach
macranthos, macranthos-albiflorum, macranthos hotei-atsumorianum a macranthos-

arshan.

VSechna semena jsem ziskal od pana Ing. J. Obdrzalka, CSc,, z Vyzkumného

Ustavu Silva Taroucy Prihonice, ktery se péstovani stievi¢nikti vénuje fadu let.

Jednalo se o semena ze soukromé kolekce stievi¢nikl, kterou pan Obdrzalek
vlastni. Sklizena byla na podzim, roku 2013 (Cypripedium reginae Vermont a reginae
Van Tubergeen) a na podzim roku 2014 (VSechny vysévané druhy). Ziskana byla
z nezralych, zelenych a prasklych semenikti. Sypala se voln¢ ven a méla svétle, az

stfedné hnédou barvu.
3.2 Uchovavani semen

Abych zabranil tvorbé inhibi¢nich latek v semenech, které by vedly ke znemoznéni
kliceni, umistil jsem oznacené papirové pytliky se semeny do chladnic¢ky, kde jsem je
od jejich ziskani skladoval pfti teploté 3-5°C po dobu 2 mésict, pro navozeni chladné

periody roku.
3.3  Povrchova sterilizace semen

Podminkou uspésného asymbiotického vysevu orchideji je sterilita. JelikoZ jsem
seminka pro svou praci obdrzel samostatné, nikoliv v celém, nepoSkozeném semeniku,
byla nutna jejich povrchova sterilizace. Pouzil jsem metodu, vyuZivajici

mikrozkumavku, injekéni stiikacku a pasteurovu pipetu.
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3.3.1 Pouziti desinfekénich roztoki

Jako desinfekéni roztoky jsem pouzil 70% ethanol a nasyceny roztok chlorového
vapna, vznikly rozpusténim 7,2g CaOCl, ve 100ml destilované vody, za stalého
michéni.

Nésledné jsem roztok chlorového vapna nechal 60 minut odstat v kadince, ptikryté
folii, z divodu uvoliiovani chloru do prostor laboratofe. Po odstati jej bylo nutno jesté

prefiltrovat ptes filtracni papir a zbavit ho tim pevnych usazenin.

3.3.2  Vlastni postup p¥i povrchové sterilizaci
Mikrozkumavka mi slouzila jako nadoba, v niz jsem sterilizaci provad¢l, a jeji
uzaviratelné vicko, spolu s pruhlednou sténou, mi umoznily sledovat cely proces pod

lupou a 1épe tak odhadnout dobu, kdy dojde k vybéleni semen.

Nejdfive jsem do ni nasypal seminka, kterd byla nasledné proplachnuta roztokem
70% ethanolu, pasobiciho po dobu 1 minuty a 30 vtefin. Tim se stala seminka
smacivymi a ¢astecné se odbarvila.

Nasledné jsem injekéni jehlou, jejiz horni konec byl vybaven vatou, aby ptipadna
nasatd seminka neskoncila v tubusu, vyménil ethanol v mikrozkumavce za roztok

chlorového véapna.

Chlorové vapno jsem ponechal plsobit az do vybéleni semen. Cely proces
odbarvovani jsem sledoval pod lupou, abych v¢as odhadl dobu, kdy jsou semena jiz
vybélena a nenechal chlorové vapno piisobit pfili§ dlouho, aby nedoslo ke ztraté vitality
semen. Jako vodici znak pro tento moment mi slouZil fakt, kdy doSlo k odbarveni

embrya, avSak na jeho pdlech se jesté zachoval naznak svétle hnédé barvy.

Proces vybé&leni semen b&hem povrchové sterilizace znazoriiuji obrazky 5 a 6

Vv piiloze.

Dalsi c¢ast sterilizace jiz probihala ve sterilnich laminarnich boxech, aby nedoslo

k opétovné kontaminaci semen.

Chlorové vapno bylo injekéni stfikackou odsato a semena 3x proplachnuta ve

sterilni deionizované vodé.

Po poslednim proplachnuti bylo v mikrozkumavce ponechano mensi mnozstvi

vody, aby je §lo 1épe piremistit na kultivacni média.
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Pasteurovou pipetou byla nasata kapka vody se seminky a vysévala se jiz

sterilizovana seminka na pfedem ptipravena média, v Petriho miskach.
3.4  Vysevy na jare roku 2014

3.4.1 Cil vysevii
Cilem prvnich vysevii bylo seznamit Se S problematikou prace ve sterilnich
podminkach a soucasné zvolit pro dalsi vysevy nejvhodnéjsi z pouzitych rastovych

regulatort, piidany do kultiva¢nich médii, za icelem podpory klicivosti semen.

3.4.2 Rostlinny material
Pokusnymi rostlinami pro prvni vysev jsem zvolil semena rostlin Cypripedium
reginae (Vermont) a Cypripedium reginae (Van Tubergeen), z davodu vétsiho mnozstvi

semen, jimz jsem disponoval.

3.4.3 Pouzitd média
Vysévalo se na zivnad média ptipravena dle Murashige a Skoog (1962), (Dale MS),

vyrobené ve tfech verzich, které se od sebe lisily pfidanim rastovych regulatorti.
3.4.3.1 SloZeni média

72 MS bez vitamini (DUCHEFA)

vitaminy: kyselina nikotinové, kyselina listova, thiamin, biotin.

Dale ptidano: sacharéza, glukoza, trypton, aktivni uhli, agar.

pH=5,6

rastové regulatory: kinetin, 6-benzylaminopurin (BAP)

Pro piehlednost jednotlivych sloZzek jsem jejich seznam a mnozstvi napsal jako
tabulku 1.
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Tabulka 1 sloZzeni média MS

mikroelementy makroelementy
sloucenina (mg/1) sloucenina (mg/1)
CoCl; . 6H,0 0,025 CaCl, 332,02
CuSO, . 5H,0 0,025 KH,PO, 170
FeNaEDTA 36,7 KNO; 1900
H3BO; 6,2 MgSO, 180,54
K 0,83 NH,NO; 1650
MnSO, . H,0 16,9
Na,MoO,.2H,0 | 0,25 Vitaminy
ZnS0, . 7H,0 8,6 (mg/)
thiamin 0,4
kys.
ostatni slozky nikotinova 5
sachardza 500 mg/I kys. Listova 0,5
glukdza 15 g/l biotin 50
trypton 500 mg/I
aktivni uhli 1g/l pH=5,6
agar 8 g/l

3.4.4 Priprava média
Pii pifipravé meédia jsem vytvoril z odvaZzené sachardzy, glukdzy a koncentratu
organickych a anorganickych slozek zasobni roztok, na 0,5 litru, v Erlenmeyerové

barice.

Nasledné se navazil agar, ktery byl rozvafen v 0,3 litru destilované vody, za pouziti

mikrovinné trouby.

KdyZ doslo k jeho dokonalému rozvateni, pfidal jsem k nému sviij predpfipraveny
zasobni roztok o objemu 0,5 litru a dodal dle tabulek jest¢ vitaminy a aktivni uhli.
V odmérném valci jsem doplnil celkovy objem na 1 litr za pomoci destilované vody
a zméfil pH.

pH média se méfilo pH metrem. Pfi nizké hodnoté¢ se pH média upravilo pomoci

0,1 M KOH, pfi vysoké hodnoté¢ se pH média snizilo pomoci 0,1 M HCI.

Po dosazeni pH v hodnoté 5,6 bylo médium davkovano do sklenénych nadob

0 objemu 250 ml, kdy jsem do kazdé z nich jesté ptidal ptisluSny rastovy reguléator

34



BAP, ¢i kinetin, oboji v mnozstvi 0,1 umol/l. Uzavirany byly modrym, plastovym
vickem se zavitem a celé¢ médium bylo sterilizovano v autoklavu pfi teploté 121°C a po

dobu 20 minut.

V pribéhu sterilizace média v autoklavu jsem piipravil a sterilizoval laminarni box
a vlozil do ngj sterilni Petriho misky. Kdyz skoncilo autoklavovani média, odnesl jsem
nadoby s médiem do lamindrniho boxu a v jeho sterilnim prostiedi jsem jej rozléval do

Petriho misek.

Abych rozeznal, které¢ misky jsou s kinetinem, které¢ s BAP a které rtistovy regulator
neobsahuji, pfi jejich zavirani jsem je oznacil.
Nasledné jsem rozlitd média v uzavienych Petriho miskach nechal zchladnout

a ztuhnout. Aby nedos$lo ke kontaminaci, obalil jsem je pomoci balici folie a po tydnu

jsem provedl optickou kontrolu, zda néjaké Petriho misky nekontaminuji.

3.45 Vysev semen
Vlastnimu vysevu semen piedchézela jejich povrchova sterilizace, kterd je popsana

v kapitole 3.3, této prace.

V laminarnim boxu jsem si nachystal Petriho misky s kultivaénim médiem
a povrchové sterilizovana semena jsem na né vyséval za pomoci Pasteurovy pipety,

kterou jsem je nasaval v kapce destilované vody.

Vyséval jsem na vSechny verze pfipraveného média, tedy jak na verzi s BAP, tak

na verzi s kinetinem a kontrolni verzi.

Abych semena rozeznal i nadale od sebe, popsal jsem Petriho misky zkratkou
udavajici nazev rostliny a pred vyjmutim z laminarniho boxu je peclivé uzaviel pomoci
obaleni balici folii.

Od obou variant Cypripedium reginae, Vermont i Van Tubergeen, byl proveden

vysev na kazdém typu média vzdy dvakrat, aby se daly vysledky porovnat mezi sebou

a zaroven ponechat ¢ast semen pro pouziti i v nasledujicim pokusu.

3.4.6 Kultivace semen
Vyset4 semena na Petriho miskach jsem umistil do kultiva¢ni mistnosti, kde jsem je

ukryl pted svétlem do uzaviratelné skiing.
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Nasledné se po dobu nékolika mésict kultivovala ve tmé pii teploté 22°C, nez doslo
k vytvotfeni protokormu. Protokormy jsem poté presadil na nové pfipravené médium,
op¢t dle Mourashige a Skooga, z divodu stafi ptivodniho média a abych zabranil
nekrotizaci protokormu kvuli postupné tvorbé fenolickych latek, ktera kli¢ici semena

tvori, a ktera pro né¢ maji toxicky charakter.

Protokormy vétsiho vzristu jsem presadil na médium piipravené dle Harvaise
(1982), ktery se vénoval kultivaci druhu Cypripedium reginae. Slozeni média dle

Harvaise na objem 1l uvadim v tabulce 2 (Steele, 1995).

Tabulka 2 sloZeni média pro pasaZovani protokormi (Harvais, 1982)

makroelementy mikroelementy
sloucenina sloucenina (mg/1)
NH,NO, 1400 mg Co(NOs), . 6H,0 | 0,025
Ca(NOs), 4H,0 400 mg CuS0, . 5H,0 0,025
MgSO, . 7H,0 200 mg H3BOs 0,5
KCl 100 mg KI 0,1
KH,PO, 200 mg MnSQ, . H,0 1,54
Na,Mo0O,
KNO; 100 mg 2H,0 0,02
Citrdat amonny ZnS0O, . 7H,0 0,5
1o
Vitaminy
Fe ze zas. Roztoku | 2,5 ml (mg/1)
thiamin 0,4
ostatni slozky kys. nikotinova 5
sachardza 500 mg/! kys. Listova 0,5
glukdza 15 g/l biotin 10
trypton 500 mg/|
agar 8 g/l pH=5,4
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3.5  Vysevy na podzim 2014

3.5.1 Cil vysevii

cilem druhych vysevi bylo vytvofit srovnavaci material pro optimalizaci
kultiva¢nich médii pomoci pfidani kinetinu, jako rastového reguldtoru, do kultiva¢niho
média a nasledné vytvofit modifikace média pifidanim kvasni¢niho extraktu,

kokosového mléka, extraktu z mrkve a ptidanim ¢i neptidanim aktivniho uhli.

3.5.2 Rostlinny material

Pro druhy vysev jsem jako pokusné rostliny zvolil Cypripedium reginae (Vermont),
Cypripedium reginae (Van Tubergeen), Cypripedium flavum, Cypripedium fasciolatum,
Cypripedium macranthos ve formach macranthos, macranthos-albiflorum, macranthos

hotei-atsumorianum a macranthos-arshan.

3.5.3 Pouzita média

Zakladem bylo médium dle receptur Michla, (M), (1988). K této receptufe jsem
ptidal dalsi latky, podrobné rozepsané nize. Pidu dle Michla jsem vybral proto, Ze sama
pracuje s kombinaci kvasni¢niho extraktu a pii pikyrovani pak s extraktem z kotfene

mrkve.

3.5.3.1 SloZeni média
Mikro prvky /2 MS bez vitaminii (DUCHEFA)
Makroprvky dle Michla

Vitaminy ze zésobniho roztoku + dal$i vitaminy: kyselina nikotinova, kyselina

listova, thiamin, biotin, Ca-pantothenat, pyridoxin, inositol.
Dale ptidano: sachar6za, glukoza, trypton, agar,

V nékterych verzich: aktivni uhli, kvasni¢ni extrakt, kokosové mléko, mrkvovy

extrakt. Detailné&ji rozvedeno v Casti 3.5.4.1 této prace.
pH=5,4
rustovy regulator: kinetin

Detailné€ji zpracovano v tabulce 3 na nasledujici strance.
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Tabulka 3 sloZzeni média dle Michla (1988)

mikroelementy (MS) makroelementy

slouéenina (mg/1) sloucenina (g/1)
CoCl, . 6H,0 0,025 KH,PO, 0,216 g
CuS0; . 5H,0 0,025 (NH,),SO, 0,132 g
FeNaEDTA 36,7 MgSO, . 7H,0 0,246 g
H3BO3 6,2 Kcl 0,150 g
KI kyselina

0,83 citrénova 0,192 g
MnSO, . H,0 16,9 CaCl, bezvody [0,022 g
Na,MoO, . 2H,0 0,25
ZnSQ, . 7H,0 8,6 ostatni slozky

laktalbumin-
hydrolyzat 05g

Vitaminy (mg/1) yeastolate 05g
thiamin 0,4 sachardza 500 mg/I
kys. nikotinovd 5 glukdza 15 g/
kys. Listova 0,5 trypton 500 mg/|
biotin 50 agar 8 g/l
pyridoxin 10 mg kinetin 0,1 pmol
inositol 10 mg
Ca-pantothenit 10 mg pH=5,4
+Vitaminy ze z4s. Roztoku 1,1 g

3.5.4 Piiprava médii
Pii piipravé meédia jsem vytvofil z odvazené sachardzy, glukdzy a koncentratu
organickych a anorganickych slozek zasobni roztok, na 0,5 litru, v Erlenmeyerové

barice.

Ptipravu média jsem upravil jeSt€¢ pomoci pifidani kokosového mléka, extraktu
Z kofene mrkve, kvasnicnimu extraktu a pfiddnim ¢i nepfidanim aktivniho uhli. Tyhle
komponenty jsem odvazil do nadob o objemu 250 ml (kam jsem pozdéji pfidal zbytek

média, viz dalsi ¢ast postupu) a nechal je zatim stat bokem.

Nasledné¢ se navazil agar, ktery byl rozvaren v 0,3 litru destilované vody, za pouziti

mikrovinné trouby.
KdyzZ doslo k jeho dokonalému rozvateni, pfidal jsem k nému svijj pfedpfipraveny

zasobni roztok o objemu 0,5 litru a dodal dle tabulek jesté vitaminy. V odmérném valci

jsem doplnil celkovy objem na 1 litr za pomoci destilované vody a zméftil pH.
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pH média se méfilo pH metrem. Pfi nizké hodnoté se pH média upravilo pomoci

0,1 M KOH, pfi vysoké hodnoté¢ se pH média snizilo pomoci 0,1 M HCI

Po dosazeni pH v hodnoté 5,6 bylo médium davkovano do sklenénych nadob
0 objemu 250 ml, ve kterych se nachazely ruzné ptidané komponenty, zminéné vyse
Vv textu. Poté jsem do kazdé z nich jesté pridal rastovy regulator kinetin. Uzavirany byly
nadoby modrym, plastovym vickem se zavitem a celé médium bylo sterilizovano

Vv autoklavu pfi teploté 121°C a po dobu 20 minut.

V prib¢hu sterilizace média v autoklavu jsem piipravil a sterilizoval laminarni box
a vlozil do ngj sterilni Petriho misky. Kdyz skoncilo autoklavovani média, odnesl jsem
nadoby s médiem do laminérniho boxu a v jeho sterilnim prostiedi jsem jej rozléval do

Petriho misek.

Abych rozeznal, které misky maji médium upraveno a jak, pfi jejich zavirani jsem
je oznacil.
Nasledné jsem rozlitd média v uzavienych Petriho miskach nechal zchladnout

a ztuhnout. Aby nedoslo ke kontaminaci, obalil jsem je pomoci balici folie a po tydnu

jsem provedl optickou kontrolu, zda néjaké Petriho misky nekontaminuyji.

3.5.4.1 Uprava média
Pro ptehlednost a uplnost textu je v nasledujici tabulce 4 uvedeno, Vv jakém
mnozstvi jsem pridal které slozky do upravovaného média, pfipraveného dle receptur

Michla (1988).

Tabulka 4 pfidané slozky

verze
média pfidané latky
kvasnicni extrakt kokosové mléko extrakt z kofene mrkve aktivni uhli
(g) (ml) (g) (g)
ck1 1,5 0 0,5 0,1
ck2 0 0 0,5 0,1
ck3 1,5 0 2 0
cka 0 0 2 0
ck5 1,5 2 0 0,1
cké 0 2 0 0,1
ck7 1,5 1,5 0,5 0,1
ck8 0 1,5 0,5 0,1
ck9 0 0 0 0,1
ck10 0 0 0 0
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3.55 Vysev semen
Vlastnimu vysevu semen predchéazela jejich povrchova sterilizace, kterd je popsana

v kapitole 3.3, této prace.

V laminarnim boxu jsem si nachystal Petriho misky s kultivaénim médiem
a povrchove sterilizovand semena jsem na né vyséval za pomoci Pasteurovy pipety,

kterou jsem je nasaval v kapce destilované vody.

Vyséval jsem na vSechny verze ptipraveného média, jejichz odlisnosti jsou zminéné
v ¢asti Uprava média. Abych semena rozeznal 1 nadale od sebe, popsal jsem Petriho
misky zkratkou udavajici nazev rostliny a pfed vyjmutim z laminarniho boxu je peclivé

uzaviel pomoci obaleni balici folii.

Druhy Cypripedium reginae (Vermont), Cypripedium reginae (Van Tubergeen)
a Cypripedium fasciolatum byly vysety na kazdy z typti média vzdy dvakrat.

Druhy Cypripedium flavum, Cypripedium macranthos, Cypripedium macranthos-
albiflorum, Cypripedium macranthos hotai-atsumorianum a Cypripedium macranthos-
arshan byly vysety, z divodu malého mnozstvi semen a velkého mnoZstvi verzi
kultivaénich médii, prave jednou, tudiz nelze vysledky vyhodnotit pomoci statistiky, ale

mohou slouzit jako pfedloha pro dalsi vyzkum.

3.5.6 Kultivace semen
Vyset4 semena na Petriho miskach jsem umistil do kultiva¢ni mistnosti, kde jsem je

ukryl pfed svétlem do uzaviratelné skiing.

Naésledné se po dobu nékolika mésict kultivovala ve tmé pii teploté 22°C, nez doslo
k vytvotfeni protokormi. Protokormy vétsiho vzristu jsem poté piesadil na médium,
ptipravené dle Murashige a Skooga (1962). U¢inil jsem tak i u protokormu, které
zacinaly vykazovat znamky nekrotizace v disledku nevhodnosti dané verze média pro

dalsi vyvoj kli¢icich semen.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Povrchova sterilizace semen

V tabulce 5 jsou uvedeny casy povrchové sterilizace u jednotlivych druht rodu
Cypripedium, v obou pokusech. Casy jsou individualni a pohybuji se v intervalu od

jedné do nékolika hodin.

Tabulka 5 doba povrchové sterilizace u jednotlivych druhii rodu Cypripedium

Cislo pokusu | Druh orchideje doba povrch. ster. (min.)
l. Cypripedium reginae (Vermont) 145
Cypripedium reginae (Van Tubergeen) 197
Il. Cypripedium reginae (Vermont) 236
Cypripedium reginae (Van Tubergeen) 260
Cypripedium fasciolatum 72
Cypripedium macranthos 266
Cypripedium macranthos var. Albiflorum 276
Cypripedium macranthos arshan 280
Cypripedium flavum 191
Cypripedium macranthos hotei-atsumorianum 212

Rychlost odbouravani inhibi¢nich latek souvisi se zralosti semen a koncentraci
roztoku chlorového vapna. Z divodu rozdilné zralosti semenikll v dobé sbéru semen se
tedy optimalni doba oSetfeni musi stanovit individualng, pro kazdou davku seminek

zv1ast'.

U nékterych autort se docteme, ze povrchova sterilizace se provadi chlorovym
vapnem po dobu 15 minut (DuSek a Kfistek, 1986), (Zakrejs, 1980), ovSem jedna se
0 povrchovou sterilizaci semen z neprasklych semeniki, které otevieme pomoci predem

zihaného skalpelu a semena hned po sbéru vysévame.

Steele (1995) pak hovoti o povrchové sterilizaci zralych semen kombinaci 95%
ethanolu pusobiciho 2 minuty a 0,5% NaClO po dobu 35 minut. Dale uvadi, Ze

nejvhodnéjsi doba pro sbér semen za tcelem jejich vysevu je 5-6 tydni od opyleni.

Mnohem del§i cas trvala povrchova sterilizace semen Kazumitsu Miyoshi
a Masahiro Mii (1998), ktefi délali pokusy s Cypripedium macranthos. Vysledny c¢as
pusobeni Ca(ClO), na semena u nich dosahl 7 hodin.
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Vejsadova (2006) pak ve své praci piSe, ze doba piisobeni sterilizaéniho roztoku by

méla byt ponechdna, dokud nedojde k odbarveni semen z hnédé do slonovinové.

Nejkratsi dobu probihala pti mych pokusech povrchova sterilizace u Cypripedium
fasciolatum, konkrétné 72 minut, a nejdéle pak trvala u Cypripedium macranthos

arshan, u n¢jz trvalo odbourani inhibi¢nich latek celych 280 minut.
4.2  Vysev jaro 2014

Pti prvnich pokusech jsem srovnaval kli¢ivost na médiu piipraveném dle Murashige
a Skoog (1962), obohaceném o rlstové regulatory kinetin a BAP. Vybral jsem je na
zaklad¢é pokust, o nichz hovofi ve své praci Steele (1995) a Kazumitsu a Masahiro
(1998), kteti pouzivali pti kultivaci stfevi¢nikl ze semen pravé vySe zminéné rustové
regulatory, a na zdklad¢ jejich vysledki jim vySlo, Ze na médiich s kinetinem dosahuji
semena orchideji rodu Cypripedium vyssi kli¢ivosti, nez na médiich bez né&j. Kinetin

pak ve svych pokusech pouziva i Vejsadova (2006).

Obdobnych vysledkti dosahl podle Steela (1995) i Harvais (1982) s Cypripedium

reginae na médiich s BAP.

Tabulka 6 kli¢ivost semen na médiich s pouZitim rlstovych regulatort

100 dni verze média - kli¢ivost v %
Druh orchideje Co Ck CB
C. reginae (Vermont) 0 91,66 60
C. reginae (Van Tubergeen) 73,33 86,95 62,5

100 dni, opakovani

verze média - kli¢ivost v %

Druh orchideje co Ck CB
C. reginae (Vermont) 82,35 100 100
C. reginae (Van Tubergeen) 60 86,66 76,92

V tabulce 6 mam zaznamenany vysledky svého pokusu, kdy na médiich s pouZzitim
rustovych regulatorii byla kli¢ivost vyssi, nez na verzi média bez nich. Rozdily mezi
kinetinem a BAP jiZ nejsou procentudlné ptili§ odlisné a jejich vliv by se dal zhodnotit
jako podobny, avSak v tabulce 7 uvadim pocet vytvofenych protokormu, ktery je
mnohem vys$$i na médiu s pfidanym kinetinem, neZ s BAP. Proto jsem rozhodl, Ze ke

svému druhému pokusu pouziji do pfipravovanych médii kinetin.
Grafy kli¢ivosti z prvniho pokusu jsou zobrazeny v piiloze jako graf 1 a 2.
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Tabulka 7 pocet protokormii vykli€éenych po 100 dnech na médiich s ristovymi regulatory

100 dni verze média - pocet protokormu
Druh orchideje Co Ck CB
C. reginae (Vermont) 11 3
C. reginae (Van Tubergeen) 1 1

100 dni, opakovani verze média - pocet protokorma
Druh orchideje co Ck CB
C. reginae (Vermont) 5 10 3
C. reginae (Van Tubergeen) 3

Pro kompletnost vysledkti prvniho pokusu uvadim v tabulce 8 celkové pocty
vytvotenych protokormi, které jsem po 180 dnech od vyseti pasdzoval na nova média,
kdy vzristové mensi jsem pfemistil na médium MS a vétSsi na médium dle Harvais

(1982), jehoz médium pouzival ve své praci i Steele (1995)

Tabulka 8 pocet protokormi piepasazovanych na nova média 180 dni od vyseti semen a jejich celkovy poéet

180 dni-pasaz na MS

Z verze média - pocet protokormu

Druh orchideje co Ck CB
C. reginae (Vermont) 8 11 6
C. reginae (Van Tubergeen) 18 18 10

180 dni-pasaz na Harvais

Z verze média - pocet protokormti

Druh orchideje

Cco

Ck

CB

C. reginae (Vermont)

10

C. reginae (Van Tubergeen)

5

Protokormy vyrostlé
celkem:

Cco

Ck

CB

C. reginae (Vermont)

15

21

C. reginae (Van Tubergeen)

23

23

15

4.3

Vysev podzim 2014

Druhym pokusem jsem zkousel vlivy pfidanych latek organického piivodu na
kli¢ivost semen, rist a vyvoj protokormi. Arditti (2009) ve své praci piSe o vlivu

kokosového mléka na kli¢ivost z divodu jeho obsahu nativniho cytokininu zeatin.
Protokormy vykli¢ené na takovém médiu pak vSak maji nazloutlou barvu. Dale se
zminuje o vlivu kvasni¢niho extraktu, ktery je pro semena orchideji dilezity svym
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obsahem $kaly vitaminG B. Obdobny zptisob uc¢inku, jako kokosové mléko by pak mél
mit 1 mrkvovy extrakt z kofene, ktery také pfirozené obsahuje urcitou koncentraci
cytokininti. Obecné se o téchto latkach, pfidavanych do média, mizeme docist v pracich

Dugka a Kiistka (1986), Zakrejse (1980), Ardittiho (1967) a (2009).

Tabulka 9 zobrazuje procentualni kli¢ivost jednotlivych druhii stfevicniki na
riznych verzich média, do néjz jsem ptiddval rizné kombinace kokosového mléka,
mrkvového extraktu, kvasnicniho extraktu a ptidal, ¢i neptfidal aktivni uhli. Ve vSech

verzich média byl pfidan kinetin, jako rtstovy regulator.

Tabulka 10 slouzi jako legenda k tabulce 9, protoze kli¢ici semena a protokormy se
u kazdého zvysévanych stfevicnikii chovala jinak a nékterd vykazovala znamky

nekrotizace na médiich, kde jind kli¢ila bez problémd.

Tabulka 9 klic¢ivost Cypripedii na zkousenych tupravach média dle Michla

180 dni verze média - kli¢ivost v %
Druh orchideje Ck1 Ck2

C. reginae (Vermont) 90,69| 100
C. reginae (Van Tubergeen) 71,42 76,19
C. fasciolatum 0 0
C. macranthos 0| 7,69
C. macranthos var. Albiflorum 60,71 | 55,32
C. macranthos arshan o] 8,33
C. flavum 0 0
C. macranthos hotai-

atsumorianum 0 0

180 dni, opakovani

Druh orchideje Ck1 Ck2
C. reginae (Vermont) 93,55 100
C. reginae (Van Tubergeen) 66,66 | 81,81

C. fasciolatum 0 0

Tabulka 10 vitalita

legenda - vitalita

neklic¢ici beze zmény

bilé

nahnédlé
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Z vysledki jsou patrné rozdily mezi vlivem médii na druhy Cypripedium reginae
ana varianty druhu C. macranthos, které reagovaly zcela odlisné¢ u média Ck6,8,10.

MiiZe to byt zplisobeno rozdilnymi naroky jednotlivych druht na sloZzeni média.

Typ Ckl, coz byla kombinace kvasni¢niho extraktu, extraktu z kofene mrkve
a aktivniho uhli, se jevila pro kli¢eni semen jako vhodné. Ck2, tedy extrakt z kofene
mrkve a aktivni uhli byl rovnéz pro vSechny druhy vniman pozitivné a bobtnajici
semena ani protokormy nevykazovaly zadné znamky hnédnuti, ¢i nekrdz. Da se tedy
soudit, ze pfidani téchto kombinaci slozek ma na kliceni semen pozitivni vliv diky

kombinaci nativnich cytokininii a skupiny vitamina B.

Zcela opacné dopadla verze média pouze s extraktem z kofene mrkve (Ck4).
Protokormy na ném nekrotizovaly, vykazovalo tedy opacné vysledky, nez verze
s pfidanym aktivnim uhlim, coZ mohlo byt zpiisobeno pravé absenci aktivniho uhli,
které by snizovalo obsah fenolickych latek, vyloucenych kli¢icimi semeny a tim

I toxicky charakter téchto latek.

Nekrotizované protokormy s rhizoidy a nekrotizovand zbobtnala semena jsou

zobrazeny v piiloze, jako obrazek 7.

Typ Ck9 byla zakladni receptura dle Michla, obohacena o aktivni uhli. V literatute
se lze docist, ze Michl sdm se vénoval kultivaci semen orchideji, proto je muj vysledek

na tomto typu média i predvidatelny.

Meédia, kterda méla bobtnajici semena a protokormy nahnédld nemusi byt nutné
nevhodnd, protoze pii premisténi nahnédlych protokormi na nové médium 2 MS,

zacaly z velké vétSiny opét postupné rist a svétlat.

Lze tedy soudit, Ze je nutné zkratit dobu kultivace na téch médiich, na nichz
postupem cCasu protokormy hnédnou, v duisledku nedostatku potiebnych Zivin.

Protokormy jsou zobrazeny v pfiloze jako obrazek 9.

Médium Ck6, tedy kombinace kokosového mléka a aktivniho uhli, pak u variant
druhu Cypripedium macranthos mélo mnohem lepsich vysledki, nez u vSech ostatnich
druhti. Dokazaly totiz bez problému vykli¢it a na rozdil od Cypripedium reginae zistaly
jejich protokormy stale bilé. Cypripedium macranthos hotai-atsumorianum vykli¢it na

tomto médiu, jako jedina varieta druhu Cypripedium macranthos, nedokazal viibec.
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Cypripedium macranthos albiflorum pak vytvortil nejvétsi protokormy, které byly

béhem vsech pokusil zaznamenany. Jejich fotografii najdete v ptiloze jako obrazek 8.

U média Ck7, coz je kombinace kokosového mléka, kvasni¢niho extraktu, extraktu
Z kofene mrkve a aktivniho uhli, vétSina protokormii, ale i bobtnajicich semen
u vysévanych druhti zac¢ala postupné hnédnout, avsak Cypripedium flavum jako jediné

ma protokormy, ponechané na tomto médiu, stale vSechny bilé barvy.
Nevhodna se ukazala média Ck5,4 a u Cypripedium reginae Ck10.

Konkrétné se jednalo o kombinace: Ck4: extrakt z kofene mrkve, Ck5: kvasni¢ni

extrakt, kokosové mléko, aktivni uhli, Ck10: Zakladni médium, bez aktivniho uhli.

Na téchto médiich semena bud’ vibec nevyklicila, ¢i protokormy a zbobtnald
semena zacaly nekrotizovat. V nékterych piipadech u Cypripedium reginae vytvotily
nekrotizované protokormy rhizoidy, které u Zivych protokorml na jinych médiich

pozorovany zatim nebyly.

Lze tedy soudit, ze tato skupina médii je pro kultivaci stfevicniki nevhodna, ¢i je
tteba po velmi kratké dobé zbobtnald semena pfemistit na jiny typ média, aby nedoslo

k nekrotizaci.

Grafické znazornéni klic¢ivosti z tabulky 9 je uvedeno v piiloze jako graf 3.
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5 ZAVER

Kultivace in vitro piedstavuje vyznamny zpisob mnoZeni orchideji, at’ uz pii
komer¢ni produkei, €i pfi zachrannych programech. U orchideji existuje moznost
symbiotického vysevu, kdy semena sazime na média spolu se symbiotickou houbou.
Druhou moznosti je asymbioticky vysev, kdy musime latky, které houba dodéava

kli¢icimu semenu, nahradit pomoci vhodné Upravy kultivacniho média.

Rod Cypripedium patiéi mezi terestrické orchideje mirného pasu a jako takovy
Vv pfirod¢ bez mykorrhizni symbidzy nevykli¢i. Z toho divodu je u stfevi¢nikl
problematicky jejich asymbioticky vysev. Je nutno dodrzet podminky aseptického
prostiedi a feSit problematiku povrchové sterilizace semen, za ucelem odbourani latek
zabranujicim kliceni a zarovenl zabranéni moZnosti kontaminace kultivaéniho média

nedostatecné sterilizovanym semenem, pted jejich vlastnim vysevem.

Dospéla rostlina vSak ke svému zivotu symbiotickou houbu nepotiebuje, protoze

diky fotosyntetickému aparatu si dokaze pottebné latky syntetizovat sama.

Z vysledku je patrné, ze pozitivni vliv na kliceni semen rodu Cypripedium maji také

rustové regulatory. Nejvhodnéji se jevi na zéklad€ pokusi i literatury cytokinin kinetin.

Zkouman byl také vliv organickych latek, pfidanych do kultivaéniho média, kdy
jako nejvhodnéjsi se jevi kombinace kvasni¢niho extraktu s extraktem z kofene mrkve
a aktivnim uhlim, spolu s kombinaci extraktu z kofene mrkve a aktivnim uhlim.
Vysledek si lze vysvétlit pritomnosti Skaly vitaminl B, pfitomnych v kvasni¢nim
extraktu a zaroven nativnim cytokininim v kofeni mrkve, coz ma oboji za nasledek

pozitivni stimulaci kli¢eni semen stfevicnikd.

Oproti o€ekavani zaostalo v pokusech mléko z kokosovych ofechli, na némz sice
vykli¢ily nejvétsi protokormy, ale celkové jen u variant druhu Cypripedium
macranthos. Da se to vysvétlit tim, Ze dle literatury se jako vhodné jevi z nezralych
kokosovych ofecht, které se vSak v naSich podminkach Spatné shangji, takZe bylo

nahrazeno mlékem z ofechil zralych, které obsahuji cytokinini mnohem méng.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BAP: 6-benzylaminopurin

MS: Kultiva¢ni médium Murashige a Skoog

¥ MS: Kultivaéni médium Murashige a Skoog s poloviénim obsahem soli
H: Médium dle Harvais

M: Médium dle Michla

Ck1-10: Typ média v pokusu Il, spiidanym kinetinem a dle Cisla i dal$imi

slozkami, rozepsanymi v tabulce 4
Ck: Typ média v pokusu I, s pfidanym kinetinem
Cb: Typ média v pokusu I, s pfidanym 6-benzylaminopurinem

CO: Typ média v pokusu I, bez rstovych regulatort
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10  PRILOHY

10.1 Seznam priloh

Piiloha 1 Obrazky

Obrazek 5 Pocatek povrchové sterilizace Cypripedium reginae (Van Tubergeen)
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(nejvétsi uprostied) a nekrotizovana zbobtnala semena, Ck4, 200 um
Obrazek 8 Cypripedium macranthos albiflorum nejvétsi protokorm Ck6, 2000 pm
Obrazek 9, C. reginae (Van Tubergeen) skupinka protokormt, Ck9, 200 um
Obrazek 10, C. reginae (Van Tubergeen) protokorm premistény na MS z Ck,
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Graf 3 klicivost na médiich pokus 2 z tabulky 9
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Priloha 1 Obrazky

Obrazek 5, Cypripedium reginae (Van Tubergeen), pocatek povrch. ster. 100 um
Autor: Martin Vetter

Obrazek 6, Cypripedium reginae (Van Tubergeen), konec povrch. ster. 100 pm
Autor: Martin Vetter
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Obrazek 7, Cypripedium reginae (Vermont), nekrotizovany protokorm s rhizoidy
(nejveétsi uprostied) a nekrotizovana zbobtnala semena, Ck4, 200 um
Autor: Martin Vetter

Obrazek 8, C. macranthos albiflorum nejvétsi protokorm Ck6, 2000 um
Autor: Martin Vetter
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Obrazek 9, C. reginae (Van Tubergeen) skupinka protokormi, Ck9, 200 pm
Autor: Martin Vetter

Obrazek 10, C. reginae (Van Tubergeen) protokorm piemistény na MS z Ck,
1000 pm
Autor: Martin Vetter
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Priloha 2 grafy

Graf 1 procentualni kli¢ivost po 100 dnech z tabulky 6
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Graf 2 procentualni kli¢ivost opakovani po 100 dnech z tabulky 6
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Graf 3 kli¢ivost na médiich pokus 2 z tabulky 9
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