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1. Uvod

1.1 Mykorhizni symbioza

Mykorhizni symbibéza je jev, ip kterém jsou ki#eny vysSich rostlin kolonizovany
jednou nebo &Sim pa&tem mykorhiznich hub, které sdinpzere vyskytuji v pidé. Tento
specificky vztah je #Sinou symbioticky, ale dZe se stat parazitickym w¥ipac, kdy jeden
z partneid ziska pevahu (Korhda 2003).

Mykorhizni symbi6za se vyskytuje dqvazné ¥tSiny rostlin. Celko¥ se odhaduje, Ze
asi 90 % vSech druhrostlin je b’ ¢ast&né nebo zcela mykorhiznimi (Wang a Qiu 2006,
Brundrett 2009). Mezi krytosemennymi rostlinamity@rba mykorhiz znéné potlatena u
celedi brukvovitych (Brassicaceae), sitinovitychngaceae), Sachorovitych (Cyperaceae),
okirehkovitych  (Lemnaceae), hvozdikovitych (Caryoploglae) a  merlikovitych
(Chenopodiaceae) (Harley a Harley 1987).

Pti kolonizaci hostitelského kene houbou, vznika duélni organ zvany mykorhiza a
mykorhizni houby tak pomoci svych vlaken propojujiitini prostor kéene s fidnim
prostedim. Progednictvim tohoto souziti zaji§ji mykorhizni houby fisun vody,
mineralnich latek, dusiku a fosforu pro hostitelskmstlinu, kterd naopak poskytuje
symbiotické houb asimilaty a #stové latky. Tento mutualisticky vztah je taksiy, Ze
vétSina mykorhiznich hub by bez hostitelskych rospiiavdpodobré vyhynula a podohinje
tomu i s hostitelskymi rostlinami (Gryndler a kaD04).

Mykorhizni houby pdaf mezi houby =z odfleni Ascomycota, Basidiomycota a
Glomeromycota. Mnoho Kiznych drulii téchto hub se vidé vyskytuje sodasré a tvai zde
spole&enstvo (Gryndler a kol. 2004). iiP kolonizaci hostitelské rostliny nezasahuje
mykorhizni houba do celého ieme, ale omezuje se jen n&kierd pletiva a sice na
korenovou pokozku (rhizodermis) aiflemovou kiru, za kterou se zpravidla oznge rekolik
vrstev bugk pod kdenovou pokozkou. Vipad ,vyvazeného* symbiotického vztahu
mykorhizni houba do dalSich hlubSich vrstev anjigmrostlinnych pletiv nepronika.

Mykorhizni symbiézu lze roziit na nekolik typu, a sice na endomykorhizu a
ektomykorhizu. B endomykorhize dochézi kiomiku houbovych vidken dovititburgk
hostitelského kiene. Radi se sem arbuskularni, erikoidni a orchideoidrnikarhizni
symbidzy. Bi ektomykorhize nepronika houba dovriturek hostitele, ale nachazi se pouze
v meziburcnych prostorech kenové Kkry, kde tvdi tzv. Hartigovu g a na povrchu

hostitelova kéene vytvédi tzv. hyfovy plag. Mezi dalSi druhy mykorhizni symbiozy piat



ektendomykorhizni, arbutoidni a monotropoidni mykoni symbidzy, které nalezi k men
castym a pechodnym formam mezi ektomykorhizni symbiézou aoemgkorhiznimi typy

symbiozy.
1.2 Orchideoidni mykorhizni symbi6za

1.2.1 Charakteristika orchideoidni symbiozy

Zastupci rostlinné ¢eledi vstavaovitych (Orchidaceae) vytvdji orchideoidni
mykorhizni symbiozu (OM), ktera je povaZzovana zaojgvé nejmladsi typ endomykorhizni
symbidzy. Je charakteristicka vyteaim hyfovych smotk (pelotony) uvnit burek korenové
kury hostitele, skrz rhizodermis houbové hyfy pourenikaji (Gryndler a kol. 2004).

Orchideje maji powrné Sirokou ekologickou amplitudu, a proto nalézanredeické
druhy na Zivnych humoznichigach, zatimco epifytické a litofytické druhy narsiaistich
extrémré chudych na Ziviny. Geografické centrum rési orchideji leZi v tropech, ale jejich
vyskyt je prakticky celosstovy a Ize je nalézt i v subborealnim klimatickéasmu (Gryndler
a kol. 2004). &koli je orchideoidni mykorhiza spolu s orchidejecd@loswtové rozstena,
neni dosud znama jin& rostlinna skupina, které&hjottyp mykorhizy vytviela.

Prestoze ¥tSina druli orchideji je v dosgosti zcela nebo jetasté&ne autotrofni (tj.
kombinuji fotosyntézu s mykotrofni vyzivou, tzv. xutrofie), vSichni zastupci orchideji
prochazi, ginejmensim v ranych vyvojovych stadiich, fazihem které nejsou fotosynteticky
aktivni a zavisi tedy z hlediska ziskavani uhlikhtylatek zcela na mykorhizni haub
(mykoheterotrofie) (Smith a Read 2008). Podle pbsleh poznatk se OM @astni jak
saprofytické druhy basidiomycet, tak zastupci ektoonhiznich basidiomycet a askomycet
(Rasmussen 2002).

1.2.2 Regulace OM hub hostitelskou rostlinou

Kolonizace mykorhizni houbou se omezuje pouze n@rgo orchideji. Terestrické
druhy maji kdeny pravideld kolonizovany, ale nedené kdenové hlizy nebo napbaze
délenych kdenovych hliz kolonizované nejsou. Tzn., Ze orcl@dejaji vyvinuté #zné
zpasoby jak @inné omezovat aZz eliminovatist houby ve svych pletivech (Gryndler a kol.
2004).

Bylo zjisStno, Ze orchideje vyuZzivaji jak fyzikalni, tak cheky zpisob k dosazeni

regulace #istu OM houby. Tloustnutim bgénych sén a ukladanim fenolovych sléenin
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v burg¢nych sténach rhizodermalnich a ¥8ich korovych bugk korene vytvdi fyzikalni
bariéry (Beyrle a kol. 1995). Déle stedpoklada, Ze seshbem kolonizace zvySuje oxidativni
enzymatickd aktivita, podobnjak je tomu p zvySeni oxidativni aktivity rostlin proti
patogerim, coZz by mohlo také hrat svoji roli v obtanrchideji proti houbové kolonizaci
(Blakeman a kol. 1976).tPkontrole houboveéhoustu vSak maji neptSi vyznam fungicidni
sloweniny (fytoalexiny) produkované hostitelskymi iiami (Hadley 1982). Jsou to
piedevSim orchinol, hircinol a gastrodianin, kterRiliji rast mykorhiznich i saprotrofnich

hub a mnoha bakterii.

1.2.3 Houby tvarici OM

VétSina hub, které twd OM paki do polyfyletické skupiny saprotrofnich hub
Rhizoctonia, kterd nalezi k oddieni Basidiomycota. Agregat Rhizoctonia se na zaklad
morfologickych znak vegetativniho myceliadi do nekolika anamorfnich raid Epulorhiza,
Ceratorhiza a Moniliopsis (Moore 1987, Gryndler a kol. 20Q4piky metod spcivajici
v prekryti agarové kultury sterilizovanou zeminou sédabibo u nékterych jinak anamorfnich
rodd indukovat vyvoj perfektniho stadia (teleomorfapZzck nim umoznilo piadit i
teleomorfni stadia:Tulasnella (anamorfa Epulorhiza), Sebacina (anamorfa Epulorhiza),
Ceratobasidium (anamorf@eratorhiza), Thanatephorus (anamorfaMoniliopsis) a Waitea
(anamorfaMoniliopsis) (Rasmussen 1995, Currah a kol. 1997, Gryndlerok ZX004).
Typickou vlastnosti&hto saprotrofnich OM hub je jejich vysoka hydralkd enzymova
aktivita, zvlas¢ celulolyticka, pektinolyticka a fenoloxidazova (kaisio a kol. 1985), coz
vypovida o jejich schopnosti pouzit jako zdroj kblia energie Sirokou paletu organickych
latek.

Mezi dalSimi houbami twici OM najdeme houby ektomykorhizni (ECM), ifdeit do
odckleni Basidiomycota (nag. rody Cortinarius a Hymenogaster) a rekolik roda
ektomykorhiznich hub z odbtkni Ascomycota (nag. rody Tuber a Wilcoxina) (Bidartondo a
kol. 2004, Selosse a kol. 2004 xt¥ina mykoheterotrofnich a mixotrofnich dtubrchideji se
nachazi pr& v blizkosti ektomykorhiz a mnohdy je dokonce ONECM tvaena stejnou
houbou. To umaluje existenci tzv. epiparazitizmuii ixterém houba zprostdkovava penos
uhlikatych latek z ECM hostitele $nem do orchideje (McKendrick a kol. 2000).

Mimo saprotrofni a ektomykorhizni houby se jakalbavi partné uplatiuji dokonce

i druhy hub, které jsou pro ostatni rostliny patogénag. Rhizoctonia solani).



Kromé hub tvdicich OM se v kienech vyskytuje i Siroké spektrum endofytickych
hub, které vSak nevyt¥ia pelotony a jejich Uloha v mykorhize nebyla e3toke

prozkoumana (Currah a kol. 1990).

1.2.4 Specifita OM

Pojem specifita udava, jaké ratpdruhi muze do mykorhizni symbidzy vstoupit,
tedy zda hostitelska rostlinaitie ve svych kiienech hostit jede#i vice drulii symbiotickych
hub a naopak zda je jedna houba schopna kolonizkei@ny jednohoci vice druhi
hostitelskych rostlin (Gryndler a kol. 2004).

Znalosti o specifit jsou ziskavany fedevSim pomoci izolace hub ziknoi a test
klicivosti, pii kterych se zjiBuje kompatibilita dané kombinace hostitele a symtzo
(vétSinou v podminké&chn vitro). Presto by se specifita ¢ta idedlr® testovat bd’ in situ,
neboex situ, aleza podminek srovnatelnych gnmpdnimi (Rasmussen 2002). Je totiz nutné
rozliSovat mezi asociacemi v kontrolovanych labomaich podminkach, vypovidajicich o
fyziologické specifit a asociacemi, které jsou mozné #mqunich podminek a vypovidaji o
specifi¢ ekologické (Zettler a kol. 2003).ékteré orchideje vykazuji zaipodnich podminek
vySSi specifitu pro houbové partnery né# lpboratornich experimentech (Perkins a McGee
1995, Rasmussen 2002).

Prikladem rozdilu mezi fyziologickou a ekologickouesfiitou je schopnost druhu
Goodyera repens vytvéret za laboratornich podminek fumik mykorhizy s 8 z 32 pouZzitych
izolat rhizoctonii, zatimco vifirodé se tento druh poji pouzeRkizoctonia goodyerae-
repentis (Hadley 1970a). Ogura-Tsujita a Yukawa (2008) v& graci prokazali ekologickou
specifitu u druhuEpipactis helleborine, ktery v polseznich oblastech vyt#i@aOM s rodem
Wilcoxina, zatimco ve vnitrozemi s rodyuber, Hydnotrya neboHelvella.

Obecrk muzemerict, Ze OM je stejijako jeji specifita mnohotvarna a prémtiva.
Nekteré zelené fotosyntetické orchideje jsou protondnépecifické a poji se s SirSim
rozmezim drufh hub nez nezelené orchideje, avSak toto pravidlzen@ln® zobecnit
(McCormick a kol. 2004). Kufkladu rodCypripedium je prevazrié Uzce specificky a tud
OM predevsim s¢eledi Tulasnellaceae, akoli druh Cypripedium californicum tvori OM
navic i s¢elecmi Ceratobasidiaceae a Sebacinaceae (Shefferson a kol. 2005). Specifita
orchideje se rive kEhem jejiho ontogenetického vyvojesnit a rostlina v pibéhu niznych

fazi svého vyvoje iive vystidat mykobionta. To potvrzuje fakt, Ze ¥kterych gipadech



izolaty hub z dosglych rostlin nestimuluji kkieni, ¢i vyvoj protokormu a naopak (Smreciu a
Currah 1989, Xu a kol. 1989).

1.2.5 Funkce OM

1.2.5.1 Mykotrofie

Pojem mykotrofie u OM znamena v pravém slova smyginos uhlikatych latek z
houby do hostitele vyhradrpres mykorhizni houbu (jinak mykoheterotrofie). Uyji typ
mykorhiz byvéacasto nesprawnpouzivan pro ozri@ni zvySenéhoifjmu mineralnich Zivin
hostitelskymi rostlinami.

VSichni  zastupci orchideji jsou alespo vranych vyvojovych stadiich
mykoheterotrofni (Gryndler a kol. 2004)¢ckali nekteré druhy se v dosjosti stavaji
autotrofnimi ¢i mixotrofnimi. Mykoheterotrofni zjssob vyzivy v raném vyvojovém stédiu
potvrzuje skuténost, Ze orchideje produkuji extrétnnmmala semena bez endospermu
obsahuijici pouze nepatrné mnozstvi zasobnich latek.

Diky dostaténému rozvoji list a tim i schopnosti syntetizovat organické geminy,
vSak rtkteré druhy orchideji fechazi v dosglosti plné k autotrofnimu zpsobu vyZivy.
Napriklad u druhuGoodyera repens bylo pomoci nerozpustnych cukenaenych izotopem
C piidanych do blizkosti mimokenového mycelia zji§ho, Ze v pitbéhu ontogenetického
vyvoje ztraci zavislost na uhlikatych latkach od Oiduby (Alexander a Hadley 1985).
Hadley a Pegg (1989) pouziliigtudiu mykotrofie u druhiactylorhiza purpurella metodu
spaivajici v implikaci fungicidi a zjistili Ze organogeneze testovanych rostlirmvadory
fungicidnimu oSeeni probihala ve stejném éhitku jako u symbiotickych rostlin. Druh
Dactylorhiza purpurella tedy, stejg jako druh Goodyera repens, preSel k autotrofnimu
zpasobu vyzivy. Naproti tomu Bidartondo a kol. (2004)své praci uvadi, Ze ektomykorhizni
rody Epipactis a Cephalanthera, ziskavaji 14 - 36 % uhlikatych latek od svého abj&nta,
coz neni zanedbatelné mnozstvi a jejich vyzivdzaloznait za mixotrofni.

Druhy s vyrazg potlatenou listovou plochou, tedy nezelené orchidejerékiratily
schopnost fotosyntézy, ozhgeme za mykoheterotrofni a vyhradnim zdrojem whijik pro
né¢ mykobiont (Trudell a kol. 2003). U nas se vyskitppuze i zastupci: Epipogium
aphyllum (sklenobyl bezlisty)Limodorum abortivum (hnédenec zvrhly) a\eottia nidus-avis

(hlistnik hnizdak). Lze sem izlit i druh Corallorhiza trifida (korélice trojklanna), ktery



ackoli ma chlorofyl, tak mykoheterotrofni #pob vyzivy znané prevazuje (Cameron a kol.
2009).

1.2.5.2 Renos latek mezi mykobiontem a orchideji

Jednim z omezujicich faktorvétSiny orchideji je skutaost, Ze jejich kienovy
systém je malo vyvinuty, coz niépnivé ovliviiuje dostatény prijem vody a mineralnich
Zivin z pady (Smith a Read 2008). Je totiZ ten jen kkolika mélo nebo &bec nevtvenymi
kofeny. Svoji nevyhodu orchideje kompenzuji preghictvim mimokéenového mycelia
symbiotické houby, které takgbira sorpni tlohu kdene, zejména v sorpci dusiku a fosforu
(Alexander a kol. 1984, Cameron a kol 2006, Camarkal 2007).

Pii experimentech s radioaktiyrznaienym izotopent?P bylo prokazano, Ze fosfor je
u fotosynteticky aktivnich orchideji mimokenovym myceliem fijiman a nasledh
transportovan do Kenovych busk a Wlenén do vlastni biomasy hostitelské rostliny
(Alexander a kol. 1984, Cameron a kol. 2007).i\pad transportu dusiku prasdnictvim
mimoka‘enového mycelia se za pouziti dvéjgnaeného glycinu doSlo ke stejnému &av
(Cameron a kol. 2006).

Cameron a kol. (2006) pomoci radioaktivniho izotoplC potvrdili dlouho
diskutovanou otazkuipnosu uhliku z hostitelské rostliny do OM houbykalgrvni tak
dokazali mutualisticky vztah mezi zelenou orchidejhoubou. Jako zdroj uhliku vyuZivaji
OM houby Sirokou Skalu organickych latekiedevSim jsou to ale mono- a disacharidy,
pektiny, celuloza a vistych kulturach Skrob (Hadley 1969). ¢lMeré produkuji
polyfenoloxidazy a jsou proto schopné jako zdrdjkehvyuzivat i lignin (Marchisio a kol.
1985). Uhlik je poté orchidejifpdavan nejpravgbodobrji ve form¢ sacharidu trehaldzy
(Gryndler a kol. 2004).

Vlastni transport mineralnich Zivin mezi hyfami bowého symbionta a kenovymi
bunkami hostitelské rostliny dosud neni zcela jasniedpoklada se vsak, Ze sigjjako
v pripact prenosu uhlikatych latek jde &iw biotrofni grenos pes rozhrani hostitelské tky
a aktivniho pelotonu, nebo o sorpci Zivin z pelétpo jejich aktivnim usmrceni hostitelskou
rostlinou (Gryndler a kol. 2004).

Velice slozitd a propracovana média, ktera se paijizk asymbiotickym vysaim in
vitro, umo#uji ¢asto jen v malé mé, nebo vubec, kiteni semen nebaist protokorni a

semendi. Predpoklada se proto, Ze houby poskytuji orchidejidalsi latky, které v médiu



nejsou zahrnuty. Jsou to rfédgad vitaminy a @istové hormony (Smith a Read 2008). AvSak

tyto moznosti nebyly dosud dost&te prowteny a vyZzaduji budouci intenzivni vyzkum.

2 lzolace, kultivace a identifikace OM hub

V¢étSina poznatk o roli OM v mykorhizni symbidze je zaloZzena natialcich hubin
vitro, které pouzivaji izolaty hub z pletiv orchidejafih Masuhara a Katsuya 1994, Currah a

kol. 1997) a jejich nasledné identifikaci.

2.1 l1zolace a kultivace OM hub

Endofyté orchideji mohou byt izolovani z protokdrrkoreni a v rekterych gipadech
i z kolonizovanychtasti oddenk nebo hliz.

V piipac kofene pozname jeho kolonizovanasti podle nazloutlé az baé barvy
nebo nepihlednosti (Porras-Alfaro a Bayman 2007). Zivé pmigt pak najdemeipdevsim
v mladych kéenech. AvSak kortikalni biky jsou ¢asto nerovnomrné kolonizované, dlouhé
a uzké. Vyhodné je proto izolovat OM houby z pratioku a to z jeho bazaldasti, ktera je
siln¢ kolonizovana a hiky docela velké. Mimoto izolaci hub z protokormsk&ime houby, u
nichz mame #Si jistotu jejich mykorhizni funkce, nez u hub kysijicich se v kéenech
dosglych rostlin (Rasmussen 1995, Gryndler a kol. 2004ySak protokormy jsou za
normalnich okolnostiéZko dostupné.

DalSim moznym zfisobem a v dnesSni délmejvice prosazovanym je preparace jednotlivych
pelotori z kortikalnich busk, nebo-li giméa izolace OM hub (ndp Athipunyakom a kol.
2004, Rasmussen 1995, Ochora a kol. 2001).

Prvnim krokem izolace je povrchova sterilizace r&temimo fiznych kontaminarit
odstrani i druhy endofytickych rhizoctonii, kter@ $€zn¢ vyskytuji v rhizosfée, ale
neformuji pelotony a jejich funkce pro orchidejenhgasna (Masuhara a Katsuya 1994).
AvSak jelikoZz je keen absorpnim organem, riskuje sefipjeho sterilizaci, Ze se kram
nezadoucich kontaminanodstrani i Zadouci endofyty. Doba sterilizaceageshi pouzitého
sterilizatniho roztoku prot@asto zavisi na druhu orchideje. Nebo-li pro kazdyhdse musi
optimalizovat (Salmia 1988).

Obecr se tedy f izolaci hub postupuje tak, Ze iemy nebo fipadré protokormy se
nejdiive promyji v destilované véda pomoci jemného kattiéu se odstrani zbyléastice
pudy. Poté se pomoci pinzetygmesou do sterilizaiho roztoku, ktery obsahuje kapku

sm&edla (Tween) a desinfekci jako je chlornan sodngGMND) o koncentraci 5,25 - 20 %
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(Vujanovic a kol. 2000, Zelmer a kol. 1996) nebogyéed (H,O,) o koncentraci 20 — 30 %
(Girlanda a kol. 2006). Vé&kterych studiich se do steriligaho roztoku pidava navic 70 -
100 % ethanol (Sharma a kol. 2003). Za 1 - 5 mimawislosti na koncentraci a druhu
desinfekce, se sterilizovanéikay (protokormy) pinzetouipnesou do destilované vody, aby
se smyly zbytky sterilizaiho roztoku. Nyni se Keny (protokormy) z vody ignesou na
sterilni Petriho misku, kde se pomoci skalpelu apkra tenké segmenty o velikosti cca 1 cm.
Segmenty seipmisti pod stereomikroskop, kde se kontrolujigomnost Zivotaschopnych
pelotoni a za delem zabragni kontaminace se skalpelem odstije rhizodermalni vrstva.
V této fazi se mohou pomoci laboratorni jehly vygai®vat jednotlivé pelotony, které se potée
pomoci mikropipety promyji na sterilni Petriho nassérii kapek sterilni vody &gmesou na
Petriho misky s izoknim médiem (nap CM;, FIM, MMN média) (Masuhara a Katsuya
1994, Rasmussen 1995, Athipunyakom a kol. 2004 pfach kol. 2001). Nebo se mohou na
izolagni meédium pemistit celé segmenty kene (protokormu) ¢&kolikrat promytée

v destilované vo#l a jemr zandit do jeho povrchu (Zelmer a kol. 1996, Vujanovikal.
2000, Sharma a kol. 2003).

DalSi moznosti izolace je metoda visutych kapekriltované kaéeny (protokormy)
se steril@ naezou na velmi malé segmenty (cca 2 mm), poslézeékelikrat promyji
v destilované vo# a jednotlivé segmenty sagmesou do pravidelnuspdadanych kapek
vody nebo vhodného tekutého kulttwého média na igvracenych wkach Petriho misek.
Poté jsou wika pikryta miskami a opatfprevracena. Nasledna inkubace probiha ve vihké
komare (Gryndler a kol. 2004). Vyhodou tohotoispbu izolace je, Ze kenové segmenty se
daji detailg prohlédnout pod mikroskopem a lze tak vyibupiipadné kontaminace.
Nekontaminované segmenty se potémpisti na izoléni médium a jem# zandi do jeho
povrchu.

Po ucité dol& kultivace na izolenim meédiu z&nou z jednotlivych segmaeint
(pelotori) postup vyrustat kolonie vliaknitych hub, které séeptkovavaji na nové Petriho
misky s médiem (n&astji PDA nebo OMA agar). featkovani probihd tak, Zze se pomoci
sterilniho skalpelu v okrajovéasti kazdého mycelia (tedy v miss ristovymi Spékami
jednotlivych hyf) vyizne malacastmédia a pemisti doprosed Petriho misky s médiem.
Preatkovavani se opakuje do té doby dokud se izolatyoums na médiu morfologicky
neodliSuji, tedy dokud se neziskigta kultura (Masuhara a Katsuya 1994, Vujanovioh
2000, Sharma a kol. 2003).

" Vice k médiim v kap. 2.2 Kulti¢ai média.



Aby se zabranilo ifp veSkeré praci sizolaty kontaminaci pouZzivaji \sghradre
sterilizované nastroje, izolace seélaji za aseptickych podminek (nejlépe ve flow-bgxu)
pouzivana média se sterilizuji autoklavovanim (20 phi 121°C a tlaku 118 kPa) a samotna

kultivace probiha v Petriho miskacrésitenych parafilmem.

2.1.1 Kultivaéni média

Kultivacni média se navzajem [iSi v obsahu minerdlnich, salfoji sacharid a
piirodnich extraktech. Jako zdroj rozpustnych sadharniuZze v médiich slouZit nap
gluk6za, mandza arabindza, galaktbéza, xyléza aasézh (Hollander 1932).iPodnimi
extrakty jsou nap bramborovy, kvasnicovyti kukuriény extrakt. V gipad definovanych
meédii se paebné mineralni soli a Zivinytidlavaji do média v podaélxhloridi (NaCl, CaCj)

a draselnych, sodnych, isnatych a amonnych soli (KkRO,, NaNQ;, MgSQ,, (NH,4),HPO,
a dalsi). Nicmé® nekteré druhy OM hub na definovanych médiich nepnagpi Vyzaduji
totiz ke svémuistu kyselinu listovou nebo kyselinu para-aminobenpol, které zastavaji
Ulohu rastovych faktoé (Hijner a Arditti 1973). Proto se do kulti&aich médiicasto gidavaji
vySe zmigné irodni extrakty, které zastavaji Ulohu zasobovamil @ouby amino
kyselinami a paebnymi vitaminy (Stephen a Fung 1971, Dijk 1988).

Optimalni hodnota pH meédia se v idealnifippd stanovuje podle ekologickych
narolki orchideje, ze které byly izolaty ziskany. Ni&tad izolaty ziskané z kalcifilnich
orchideji a tedy rostoucich na zasadityaldgch neprospivaji na médiich s nizkym pH
(Burgeff 1936). \étSina OM hub nicmé&hdoke roste fi pH 6 - 8 (Rasmussen 1995).

Nejcastji pouzivanym kultivénim meédiem a to jak pro izolaci, tak i kultivaci OM
hub je nedefinované médium PDA (potato-dextrose; &@ras-Alfaro a Bayman 2007 ), ve
kterém prospiva &sSina druli symbiotickych hub, avSak prockteré ECM houby neni
vhodné. Casto pouzivanym izotaim médiem je definované médium GNClements’
isolation medium; modifikovali Rasmussen a kol. A®9iidanim antibiotika novobiocin),
které se fi pH 7 pouziva pro evropské druhy OM hub (po upray na 5,8 je vhodné i pro
americké druhy). DalSim moznym izéfdm médiem je nedefinované médium FIM (fungal
isolating medium, Clements a kol. 1986), které bbga kvasnicovy extract a prospivaji
v ném evropské OM houby. Pro izolaci a kultivaci ECMildr hub se pouziva MMN médium
(modified Melin-Norkrans medium; Marx 1969), pro#ozgtSina z nich roste lépe na

chudsich, definovanych médiich.



| pres vSechny antisepticka ojpati se u kultivéenich médii musime stale potykat
S moznosti kontaminace, coz je také jedefvodi, prod se pro kultivaci symbiotickych hub
pouZzivaji na ziviny chuda médiaiuevsim na dusik). Omezi se tdistrvice agresivnich
druhi a symbiotické houby jsou schopné jim konkurovaadldy 1990). DalSi vyhodou
chudych médii je zpomaleni mikrobialnihéstu. Castji se v3ak mikrobialnimu tistu
zabraiuje prostednictvim antibiotik (Warcup a Talbot 1967, Rasnemssa kol. 1990a).
Pouzivanymi antibiotiky jsou néilad streptomycin, novobiocin, ampicillin, tetr&éip a
jejich kombinace (Warcup 1973, Vujanovic a kol. @0Bthipunyakom a kol. 2004, Stewart a
Kane 2007).

Pro dlouhodobé kultivace&istych kultur, nejde-li o ECM houby, se pouZivaji
nedefinovana média jako je PDi#A OMA (oatmeal agar; Azmi a Seppelt 1997), ktergima
vysSi obsah Zivin nez nedefinovana média a kol@ié hub se proto nemusi visledku

vycerpani Zivin takkasto peackovavat.

2.1.2 Kultivaéni podminky
JelikoZz girozenym progtedim symbiotickych hub jetpa, probihd jejich kultivace
vzdy v nepetrzité tné. Optimalni teplota proast kultur rhizoctonii je okolo 28C (pokojova

teplota) (Kaminski a Verma 1985).

2.2 ldentifikace OM hub

Izolaty OM hub se wwji podle znak anamorfnich stadii jako je ultrastruktura
septéalniho poru, velikost a tvar monilioidnich Bkina tvorba sklerocia nebo podle
kolorimetrickych test na produkci enzyi (Currah a Sherburne 1992, Currah a kol. 1990,
1997). AKkoli mycelia obecaé nenesou mnoho rozliSovacich zhakteré by dovolovaly
uréeni pod Urovie rodu (Rasmussen 2002), Ize timtaiggbem ziskané izolaty rodd do
morfotypi, které se potéipsrEji uréi pomoci analyzy DNA.

Klicovym krokem pi analyze DNA je jeho extrakce z kolonizovanéhotipée
orchideji,¢i cistych kultur izolovanych hub. Pouzivanych metodg&rada, v dnesni deélse
vSak nefastji pouzivaji kometni kity, jako je nap Qiagen DNeasy® extraction kit (Qiagen,
Germany) (Hyuhn a kol. 2009). JelikoZz mnoZstvi aigého DNA byva velmi malé, zvySuje
se citlivost detesnich metod pomoci polymeradzowétzcové reakci (PCR), v které se
vyuziva tzv. multikopiovych gen primefi (Kjgller a Rosendahl 2000). Tato reakce cyklicky

amplifikuje definované sekvence houbového genoma pozdjSi charakterizaci DNA
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sekvenovanim nebo fragmentaci vzorku. ddsgjSim cilem amplifikace byva usek jaderné
ribozomalni DNA (nrDNA) zahrnujici konzervativni elgy 18S, 5.8S a 28S a variabilni
nekodujici Useky ITS1 a ITS2. Naptji pouzivanymi primery jsou ITS1-F (amplifikuje
vSechny Eumycota kro¥nnékterych klgovych zastupt rodu Tulasnella; Gardes a Bruns
1993), ITS1-OF a ITS4-OF (amplifikuji vS8echny druBgsidiomycet; Taylor a McCormick
2008), ITS4-Tul (amplifikuje druhy rod@iulasnella; Taylor a McCormick 2008), ITS4-B
(amplifikuje Basidiomycota krothnékterych zastupic rodu Tulasnella a Sebacina; Gardes a
Bruns 1993) a dal3Casto se pouzivaji kombinace prirg¥imz se zajisti, Ze PCR obséhne

vétSi patet druhi. Vysledny produkt PCR se osekvenuje a ziskané eselev se poté

porovnavaji s databazi GeneBahkt[f://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cghltshul a kol.
1997).

Timto zpisobem niZzeme odhalit Uplnou diverzitu OM hub¢etre téch, které se
v disledku svych nuténich pozadavk nedaji snadno vystovat isté kultie. AvSak u
DNA analyzy kolonizovanych pletiv se st&jjako u cistych kultur musime potykat
s moznosti kontaminacej ptitomnosti endosymbiofit které OM netved, ¢imz ziskdme
zkreslené vysledky (Rasmussen 2002). Nejgj#in metodou se jevi analyzy DNA
jednotlivych pelotof ziskanych z Zivych nebo pomoci silikagelu vysusengurek vnéjsi
kotenové kiry (Kristiansen a kol. 2001, Athipunyakom a kol 020.

Presto by pro zgné owieni, Ze se izolaty hub skdt& symbioticky poji s danym
druhem hostitelské orchideje g u vSech vySe zmémych metod nasledovat testydiiosti.
Ty se provadi pomochn vitro symbiotické kultivace semen orchideji spoluredpokladanym

druhem OM houby #isté kultury.

3 Kliéeni semen terestrickych orchidejin vitro

Aby semena orchideji wpode vyklicila pozaduji krom vhodného provzdugni,
vhodného endofyta, nebo rfapym zpisobem vhodny substrat, ve kterém dany endofyt Zije
(Rasmussen 1995).

Velky patet druhi terestrickych orchideji mirného pasu vSakikli podminkachn
vitro velmi obtizr® kviali dormanci semen, ktera tihe byt zfisobena vysokym obsahem
endogenni kyseliny abscisové (van der Kinderen 198&bo fyzikalnimi a chemickymi
vlastnostmi osemeni a agkenim. Rizné giciny dormance mohou bytigkonany utitym
teplotnim rezimem, dlouhodobym sée@im, chemickym rozruSenim osemeni (skarifikace),
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chemickymi signaly od OM houby nebctitym swtelnym rezimem (sstlo/tma) (Rasmussen
1995).

Tyto pozadavky semen a slozeni médii, které jsdnénpro Uusgsné vykléeni semen
in vitro, jsou zavislé na skuteosti, zda se semena nechavajic¢iklisymbioticky, ci

asymbiotickyin vitro.

3.1 Skarifikace semen

Skarifikace semen se pouZziva k odstraninhibujicich latek ze zralych semen
terestrickych orchideji, které by jim jinak branili sgSném generativnim rozmnoZeimi
vitro (Vejsadova 2006). Toho ime byt dosazeno pragstnictvim povrchové sterilizace
semen,¢imZ se vymyje endogenni inhibitor &liosti, kyselina abscisova (ABA) (van der
Kinderen 1987). DalSi pozitivni vliv povrchové slieace je rozpushi suberinové bariéry
embrya, které pak tiZe snadgji piijimat vodu (Harvais a Hadley 1967).

S prodluzujici se dobou sterilizace se procentéivklsti postups zvySuje, dosahuje
optima a poté se sniZzuje (van Waes 1984, van Wé&ebargh 1986a). Doba sterilizacé, p
které procento ktivosti dosahuje optima se druh od druhu lisi, @eppdobna u druh
stejného rodu (van Waes a Debergh 1986a). V pexétSinou sterilizani roztok necha na
semena fisobit do té doby, dokud nedojde k jejich ¥i@mi z hrgdé do barvy ,slonovinové
kosti“ (Vejsadova 2006).

K rozruSeni vodu odpuzujiciho osemeni se&amdjji pouzivaji chlornany. Chlornan
vapenaty (Ca(OC)), havni sloZzka chloroveho vapna, je zpravidlgedposiiovan, protoZze po
jeho aplikaci se dosahuje lepSich vysiedieZ i pouZziti chlornanu sodného (NaOCI), ktery
¢asto poskodi embryo (Rasmussen 1995, Vejsadova.2d@pochloridy jsou silé zasadité
roztoky a oxidani ¢inidla. Jina oxidani cinidla, jako napiklad alkoholy, procento Kivosti
vyrazre neovlivni. Nicmég jiné silné zasady jako hydroxid sodny (NaOH),cikibst
podporuji (Eiberg 1970 in Rasmussen 1995). T@izria je to pra¥ zasaditost sterilizamiho
roztoku, kterd mé pozitivnicinek na klgivost.

NaOCI se pouziva v koncentracich mezi 0,2 % a @@tves a Hadley 1976, Dutra a
kol. 2009). Ca(OC}) se pouziva vijblizné stejném rozmezi koncentraci (van Waes 1984,
van Waes and Debergh 1986a, Malmgren 1988). Av@atoky hypochlorid jsou nestabilni
a steriliz&ni (inek se tak rize snizit, jestlize je roztokiipraveny dlouhou dobu. dthek
roztoku miZze byt také snizen, jestlize je na velky@osemen pouZit maly objem roztoku
(Harvais 1980).
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Pridanim detergentu do sterili@@ho roztoku se zvySi kontakt mezi roztokem a
nesméivym povrchem osemeni. S dobrymi vysledky je prédsto ve sterilizénim roztoku
pro semena orchideji pouzivan Tween {ndpveen 80) (Rasmussen 1995). Vlastni sterilizaci
casto pedchazi pedoSeteni semen ni@nim v roztoku ethanolu o koncentracich 70 - 100 %,
nebo se ethanolijglava gimo do sterilizaniho roztoku, protoze vékterych gipadech se tak
zvySuje sterilizani Cinek (Vejsadova 2006, Dutra a kol. 2009).

Po vlastni sterilizaci&Sinou nasleduji testy Zivotaschopnosti semen, pokterych
Ize otestovat vliv skarifikace na semena. ddsfji pouzivané barvivo je trifenyltetrazolium
chlorid (TTC) (van Waes a Debergh 1986b). Ten jeaanalnich okolnosti bezbarvy, alg p
kontaktu s embryem semene, je Zijicimilkami redukovan na stabilni nerozpusteéveno-
barevné slokeniny. DalSi pouzivané barvivo je fluorescein diaté-DA), ktery je v Zivych
bunkach hydrolyzovan a vznika fluoreséamnbarvivo fluorescein (Rasmussen 1995).

Jestlize seied vlastni sterilizaci semengedoseti roztokem kyseliny sirové @$0y)
muze se efekt skarifikace zvysit. Kitikladu Malmgren (1993) sndd semena v 0,5 - 2 %
roztoku HSQO, a zvysil tak jejich kidivost. Timto zjisobem Ize zvySit procento &hosti
nag. u druli Cypripedium calceolus, Orchis militaris, O. purpurea, a Anacamptis
pyramidalis (Rasmussen 1995).

Dlouhodobé sni&ni semen v destilované woohuze mit v disledku stejny efekt jako
Casténé rozloZeni osemeni préstinictvim skarifikace (Rasmussen 1995). Stejako
v piipact skarifikace totiz dojde ke zvySeni propustnosgrosni a vymyti inhinich latek
(ABA). Avsak tato metoda neni v dnesni datiroce pouzivana, protoZze steai, na rozdil

od skarifikace, se provadékolik mésiai a navic neposkytuje uspokojivé vysledky.

3.2 Teplota

Jak rychlost, tak procento &ivosti zavisi na teplét béhem kultivace. Pro &Sinu
terestrickych orchideji je optimalni teplota me2i-225°C (Eiberg 1970 in Rasmussen 1995,
van Waes a Debergh 1986a). Ekterych drulii jako nap. Cypripedium spp. se vSak jejich
teplotni optimum pohybuje pod 2C (Stoutamire 1974). Jestlize se semena nechaiti ki
teplot mimo jejich optimum¢ast jinak Zivotaschopnych semen newik{Rasmussen 1990a).
Nekteré nejnowjSi studie doportuji v pribéhu kliceni slabé kolisani teplot, které odrazi
zmeny teplot Bhem r@nich obdobi (Kauth a kol. 2010)

Ne¢které druhy orchideji vSak i za optimalni teplotickjen obtizg, nebo aAstavaji
dormantni. Pro jfgkonani jejich dormance sdipymbiotickém i asymbiotickém Kiéni
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pouziva stratifikace chladem, ktera &p@ v ponechani semerti geplotach blizko nule po
dobu gresahuijici 8 tydin (dien a kol. 2008, Rasmussen 1995). Nicén@by byla stratifikace
efektivni, je nutnd fedeSl4 kultivace spolu svhodnym mykobiontem (Yipgck
symbiotického kideni) za optimalni teploty (Sharma a kol. 2003). Jamenu umozni
absorpci vody, kontakt s OM houbou d@padné dozratified zchlazenim (Rasmussen 1992).
Nastane tak podobna situace jakaivquk, kdy orchideje mirného pasu na konci léta nebo na
podzim uvohuji semena. Tedy v déb kdy jsou mykorhizni houby stale aktivni a maji
k dispozici dostatek uhlikatych latek (Leake 199Mikteré prace (ndpvan Waes a Debergh
1986a) uvadi stratifikaci jako n&anou, avSak neugph je WtSinou spojen s nesmnim
vySe uvedenych podminek, anebtitgmnosti &jakého jiného mechanismu dormance u
daného druhu orchideje. Stratifikace je, jako ¢ésti oSdaeni semen ied kultivaci,
doporiovana nap u druli Epipactis palustris (Rasmussen 1992 ypripedium reginae
(Ballard 1987) Platanthera praeclara (Sharma a kol. 2003) @actylorhiza lapponica (dien

a kol. 2008).

Pricina pozitivniho fyziologického efektu stratifikaspaiiva bul’ ve snizeni hladiny
endogenni kyseliny abscisové, nebo ve zvySeni obsadogenniho cytokininu. Oboji totiz
stimuluje klg¢eni (van Staden a kol. 1972). §%im pidanim cytokininu p asymbiotickeé
kultivaci in vitro proto mize byt stratifikace chladem, jako postup stimulukiéceni, zcela
nebocasté&né nahrazena (Web a Wareing 1972).

3.3 Swétlo

Ucinek swtla na kitivost terestrickych orchideji neni glprozkouman a v mnoha
studiich se P jeho zkouméni dosahuje rozdilnych vystédkzavislosti na taxonomickych
rozdilech a na jejichipozeném prosedi (Rasmussen 1995).

U severoamerickych terestrickych déubylo zjiS€no, Ze druhy vyskytujici se na
vihkych s\tlych lokalitach (nap raSelinis¢) jsou még citlivé na s¥tlo nez druhy rostouci
na susSich stinnych lokalitdch (Stoutamire 1974p‘lad druhHabenaria macroceratitis,
ktery roste na stinnych stanovistich, dosahovalydsj kitivosti v negietrzité tng (Stewart a
Kane 2006), zatimco druBletia purpurea, rostouci na sstlych stanovistich, i svételném
rezimu 16/8 (s#tlo/tma) (Dutra a kol. 2008). @Wwvodem &chto rozditt by mohlo byt to, Ze
druhy rostouci na stinnych stanovistich jsou vystgvvySSimu mnozstvi &ifa o delSich

vinovych délkadch (700 — 800 nm) (Rasmussen a Ranu$991). R vystaveni semen
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swtlu o tchto vinovych délkach fgjde fytochrom do zakladni formy {Fa zabrani tak
kliceni (Kendrick 1976).

Zavislost vlivu s¥telného rezimu na taxonomick&iglusnosti ukazuje naixlad
skute&nost, Ze u drulnCalypso bulbosa a Epipactis gigantea m¢lo swtlo pii kliceni negativni
vliv, ale u druhuGoodyera oblongifolia se dosahovalo vysokého procenta&iktisti jak za
switla, tak za tmy (Arditti a kol. 1981). Zettler a Mais (1994) uvadi, Ze u driih
Platanthera integrilabia a Platanthera clavellata maze byt kitivost navySena, jestlize se
semena Vv ptatku kliceni vystavi s#tlu a poté jsou po celou dobu déni ponechana v
negetrzité tne.

Vyznamnou roli hraje také intenzita ¢ha, kterd negativh ovliviiuje procento
klicivosti. Bylo zjiS€no, Ze pi ptiliS vysokeé intenzit swtla je Kklicivost minimalni,éi Zadné
(Harvais a Hadley 1967, van Waes 1984). Nicinén¢tSiny terestrickych orchideji mirného
pasu bylo zji&tno, Ze i pi nizké intenzié oswtleni se procento Klivosti snizuje, nebo je
dokonce nulové a dopatuje se tedy symbiotické i asymbiotickédehni za nefetrzité tmy
(Harvais a Hadley 1967, Stoutamire 1974, van Wa&slaergh 1986a, Rasmussen 1990b,
Znaniecka a tojkowska 2004).

Vliv svétla na kiteni semen orchideji vyZaduje budouci intenzivnikuya, protoze
nag. praw swtelna kontaminace, ke které dojdé manipulaci se semeny vyzZadujici striktn
negetrzitou tmu, by mohl byt jednim z fakfgrktery zpisobuje problémy s vykienim

semen dkterych druli (Rasmussen 1995).

3.4 Vliv CO, a etylenu v prosftedi

Kli¢eni semen je aerobningjdm a stejd jako mykobiont vyZaduje ifsun kysliku
(Oy). Zarove jak klicici semeno, tak mykobionttipdychani produkuji oxid uhlity (COy).
Nasledkem toho sefipsymbiotickém i asymbiotickém Kiéni postupé sniZzuje obsah Oa
zvySuje obsah C£¥ kultivacnich nadobach (Rasmussen 1995).

V piirodé je mnozstvi C@ve vzduchu nad povrchenigy jen cca 0,03 %, zatimco u
povrchu fidy cca 3 - 4 % (Stiles 1960) a v blizkosidpich organist, jako jsou OM houby
muze byt jest vysSSi. Akoli o vlivu obsahu C@v ovzdusi na klieni semen orchideji je toho
znamo velice malo, Izetpdpokladat, Ze zvySeni urav@O, by mohlo byt jednim ze signal
prostedi, ktery stimuluje kéeni (Rasmussen 1995).¢leré prace uvadi, Ze dosahly
nejvyssiho procenta Kivosti v kultivatnich nadobach, které byly hermeticky uiemé, tedy
v prostedi, kde se obsah G@rirozere zvySuje (Nakamura 1962, Mcintyre a kol. 1974).
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Nakamura a kol. (1975) ve své praci uvadi, Ze psijle procenta Klivosti u druhuGaleola
septentrionalis doséhli i 8 % koncentraci C&ve vzduchu.

Velké mnozstvi pdnich hub vetne nekterych orchideoidnich, jako jsou riap
Tulasnella calospora, Ceratobasidium cornigerum (Hanke a Dollwet 1976), produkuji etylen,
coz se projevi vjeho obsahu wds. Navic nejvySSi koncentrace dosahuje etyleradép
s vysokym obsahem organického materialu (Smith avded 1974). MnoZstvi etylenu
v padnim prostedi by proto mohl byt dalSim stimdld@m signalem pro semena (Rasmussen
1995). Dikazem by mohl byt fakt, Zefidani etylenu do kultivenich misek u symbiotické i
asymbiotické kultivace druhDactylorhiza majalis, m¢lo pozitivni vliv na kiteni (Johansen a

Rasmussen 1992).

3.5 Kli¢eni nezralych semen

Ackoli pouzivani zralych semertigkliceni je obec# preferovano, pouziti nezralych
semen je v &kterych gipadech vyhod¥)Si (Pedroso a Pais 1992, Znaniecka a tojkowska
2004, Yamazaki a Miyoshi 2006).

Jednou z vyhod je, Ze kdyZz pouzivame semena z m&goych nezralych semenjk
jsou tato semena sterilni (McKendrick 2000) a prosterilizuje pouze povrch semeniku a
ne samotna semena. Pro sterilizaci sentesékpouzivaji stejné steriliaa roztoky jako pro
sterilizace semen (kap. 3.1) (Kitsaki a kol. 20BAaniecka a tojkowska 2004, Yamazaki a
Miyoshi 2006). Pro zvySeni ¢inku sterilizace se mohou semeniky navic gitndo
absolutniho etanolu, zapalit a nechat deh@Znaniecka a tojkowska 2004). Semeniky se
poté v aseptickych podminkach fezavaji skalpelem a semena se vysévaji na kéttiva
médium. Nevyhodou je, Ze nezrald semena se nd mxxdralych nemohou skladovat a musi
byt proto vyseta rovnou (Kitsaki a kol. 2004).

Hlavnim divodem pr@ se v kkterych gipadech pouzivaji nezrala semena vsak je, Ze
kliceni neni vystaveno tlaku dormigich mechanisiy protoze k fyziologickym zgnam a
akumulaci inhibtnich latek (ABA, fenolova kyselina), které dormampisobuji, dochazi az
pii dozravani (Rasmussen 1995, Kitsaki a kol. 200dmazaki a Miyoshi 2006). Napu
druhi Cypripedium calceolus, Dactylorhiza majalis a Orchis morio dosahla Znaniecka a
tojkowska (2004) vyssSiho procenta dliosti u nezralych nez u zralych semen. Stejného
vysledku se doséahlo i u jinych evropskych drurchideji: nap. Dactylorhiza maculata, D.
incarnata, Gymnadenia conopsea, Platanthera spp. (Borris 1969). Naproti tomu Kitsaki a
kol. (2004) uvadi, Zze u 13 testovanych druledu Ophrys byla klicivost lepSi u zralych
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semen. Metoda je tedyiana jen u gkterych druti. Hlavni nevyhodoui pouziti nezralych
semen je nutnost spravnéhocasovani séru semenik (Kitsaki a kol. 2004), protoze
optimalni doba shu se u jednotlivych drudhznainé lisi.

3.6 Kultivaéni média pro orchideje

SloZeni mnoha kultivanich substrdit bylo odvozeno pomoci empirickych modifikaci
Knopova a Pfefferova roztoku mineralnich soli (Rassen 1995). Obe&ne v médiich
pouzivanych pro temperatni terestrické orchidejgesra koncentrace mineralnich soli a
zvySen obsah organickych stamin (Arditti 1982, van Waes and Debergh 1986anicka
a tojkowska 2004). # asymbiotické kultivaci se dopatuje pouzit komplexni organické
sloweniny obsahujici vitaminyjistové regulatory, a aminokyseliny (AK)imz se v utité
mife napodobi podminky které figymbiotickych kultivacich obstardva mykobiont
(Rasmussen 1995).

Nicmére pozadavky po mineralnich zivinach, sacharidech @dem klceni se mezi
jednotlivymi ¢eledEmi a druhy fizni ac¢asto proto vyZaduje slozeni kultirdho substratu
VeétSi ¢i menSi Upravy (Malmgren 1988).¢které druhy naip nevyklii bez vrgjSiho gisunu
uhlovodiki, zatimco jiné vykli i v ¢isté vod (Rasmussen 1995).

Jednim z hlavnich problénpii optimalizaci slozeni média je, Ze procentaikisti
roste spolu se zvysujici se komplexnosti médiazagevky semen pro vykeni se liSi i mezi
jednotlivymi semeny jednoho souboru. ¢&ni gimési média, které skute¢ podporu;ji

klicivost, je proto obtizné (Rasmussen 1995).

3.6.1 Sacharidy

Nekteré druhy terestrickych orchideji jsou schopnéitzilicit in vitro i na cistém
agaru (Vermeulen 1947, Rasmussen 1995), &féna druli vyZaduje zdroj uhliku ve forén
sacharid.

V asymbiotickych kulturach musi byt sachariditgmny ve forng, ve které je semena
mohou @imo absorbovat, tedy ve foémrozpustnych sachafid(Harvais 1973, Rasmussen
1995). NejpouzivaySimi jsou sachardza, glukoza a fruktdéza (Harva@33), které se do
média pidavaji v koncentracich 10 — 20 g/l (van Waes 19d4lmgren 1989, Rasmussen
1995). V gipact symbiotickych kultur mohou semena vyilii na meédiich, kde jsou
pouzité nerozpustné polysacharidy, jako je celuldedao Skrob, protoze jsou metabolizovany

prostednictvim houbového symbionta (Smith a Read 2008).
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AvSak u velkého p#iu sacharid bylo zjiS€no, Ze jsou pro orchideje jako zdroj uhliku
nepouzitelné adkteré z nich, obzvlastgalaktoza, mohou byt dokonce toxické (Arditti 1967
Ernst a kol. 1971). Pro rozliSeni mezi vyzivovymasmotickymi @&inky pouzitych sacharid
byva pouzivan mannitol, protozetsina druti neni schopna ho vyuzit (Smith 1973, van
Waes 1984, Rasmussen 1995).

3.6.2 Koncentrace ionéi a struktura média

Populace orchidejtasto v pirod¢ rostou v fidach s nizkym obsahem dostupnych
mineralnich ioni (Fast 1985) a v ushych médiich pouzivanych pro kéni semen se vysoky
vodni potencial projevil jako vyhodny.

Bylo zjistno, Ze tradini kultivatni média pro tkéové kultury jsou pro temperatni
druhy orchideji piliS koncentrovana a &y by se 2 — 10 x radit (van Waes 1984,
Rasmussen 1995). Dopdéuje se pouzivatistova média s koncentraci anorganickych soli
mezi 0,25 — 0,05 g/l (Fast 1978, van Waes 1984)zRame-li vSak meédiurtisté na kliceni,
muze byt Uplnd neaftomnost mineralnich soli vyho#si, protoZze se tak snizi osmotické
efekty, kter&asto v fizné mte brani kléeni (Rasmussen 1995).

Pfi zkoumani vhodné struktury média, bylo zZjitd, Ze kapalné médium e u
nekterych druli zvySit procento kéiivost (Rasmussen 1995). AvSak jakékoli mechanické
naruSeni semencbem klteni (nap. trepakou, ¢i pii béZné kontrole semen), mé negativni
vliv. Pouziti kapalnych médii se protdil nedoporduje, protoZze jsou na ¥$i narusSeni
nachylrgjsSi (Lindquist 1960). Vychodiskem je tak kompromispodol# média s nizkym

obsahem agardjmz se zajisti jak vysoky vodni potencial, tak si@b(Galunder 1984).

3.6.3 Dusikate sloteniny

Pady na giirozenych lokalitach terestrickych orchideji jsdavgkle mimdgadre chudé
na anorganicky dusik (Fast 1985), ale obsah humumsch nize byt az 30 % (Mdller 1985),
coz zn&i vysoky obsah organického dusiku, ktery jestupny mdnim houbam. Dusik se do
médii gidava ve fornd v jaké se nachazi i wipodk, tedy v oxidované forthjako dusinan
(NO3), nebo v redukované fowmjako anorganické amonné soli (W) nebo ve form
organickych slotenin (Rasmussen 1995).

AvSak jak uz bylo feceno vySe o mineralnich solich, vysoké koncentrace
anorganického dusiku mohou mit negativni vliv riagdi, ¢i ho dokonce zamezovat ugla

casto se tak nejvysSiho procentacikibsti, zejména u temperatnich déiihdosahuje na
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meédiich Uplg postradajicich anorganicky dusik (van Waes 1984 ,Waes a Debergh 1986a,
Malmgren 1989, Rasmussen 1995§t8iha druli orchideji se vyznalje vyssi citlivosti na
jeho oxidovanou formu (N§) neZ na redukovanou formu (B, ktera je proto pro pouziti
v médiich vhod§si (Malmgren 1996).

U asymbiotického kéeni in vitro se nejlepSich vysledk dosahuje $ pouziti
organického dusiku (Fast 1980), protoze dusik tétos formré méré snadno absorbovan a
tudiz se jeho vysoka koncentrace v médiu negathaprojevi (van Waes 1984, Malmgren
1989, Rasmussen 1995). Stejny pozitivni vliv byiStzh i u symbiotického k&eni
(Rasmussen 1995). Organicky dusik se do méddaya v podob kvasnicového extraktu,
rostlinnych extrakt, peptonu, nebo v podékcistych aminokyselin, jako je napserin,
glutamin (van Waes a Debergh 1986b).

3.6.4 DalSi ionty

Vapenaté ionty (Gd) jsou zndmé svym vlivem na vlastnosti bémych membram a
reakcemi siiznymi nistovymi regulatory, obzvlaStytokininem (George a kol. 1988), avSak
o jejich vlivu na klgeni je toho zndmo jen velice malo&t¥inou jsou C#& ionty v médiu
piitomny jako vedlejSi prvek&iterych komplexnich sloZzek, nebo jsou v malém mtzs
neumysli® zahrnuty ve vodl (Rasmussen 1995). Wipact kalcifilnich druhi orchideji se
casto pidavaji do média ve fortnrozpustnych soli (Ca(N§p, CaCh, Ca(POy).) (Arditti a
Ernst 1993). Nicmé&hbylo zjiS€no, Ze mnoho druha to i kalcifilnich, prospiva na médiich
s nizkym obsahem €2a(1,4 - 3,2 mmol/l) a  vysoké koncentraci (40 mmol/l) dochazi ke
snizeni procenta Kivosti (Rasmussen 1995, Niemann 2007).

Draselné ionty (K) secasto fi kli¢eni projevi stimuléné. Kuptikladu kdyz se semena
pied vlastnim vysetim machaji v roztoku chloridu dhagého (KCI), dosahne se vyssiho
procenta kkivosti (Nakamura 1962). Do média se draselné ioptigavaji ve fornd
rozpustnych soli (KEPO,, KNO3 KCI) (Arditti a Ernst 1993). Jedno z moznych v§seni
pozitivniho vlivu K iontd spaiva v jejich roli kofaktoru fi syntéze Skrobudhem klgeni
semene (Rasmussen 1995).

Déle se do kultivénich médii pidavaji dalsi iizné ionty jako nab Mg**, F&* a Fé".
AvSak &inek jednotlivych ioni se €Zko odhaduje, jelikoZ se uznych drutld liSi, a protoze
se neda z#nit koncentrace jednoho iontu, bez &m koncentrace dgkterého jiného iontu za

zachovani pH a osmolarity (Rasmussen 1995).
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3.6.5 pH

VétSina kultiva&nich médii je spiSe kyselych, ale média s neutralnebo lehce
zasaditym pH Iépe odpovidajtipzenym podminkach&sSiny evropskych druh orchideji
(Rasmussen 1995). Kkigladu u severoamerickych driutorchideji se nejlepSich vysleik
kliceni dosahujeippH 5 - 6 (Diez 2007), zatimco u evropskydieyazre calcifilnich druti
se doportuje pH 7 - 8 (Rasmussen 1995).

Problémem § stanovovani pH média je, Ze se pH nejprveib§nu autoklavovani a
poté v ptibéhu kultivace, v dsledku selektivniho vychytavani ign{Vacin a Went 1949,
Sideris 1950) a slabé pufrovaci kapacitkterych médii, nani (Arditti 1967, Rasmussen
1995). Nap. jestlize kultivovany druh fjima NH;", vylu¢uje H" a pH se tak snizuje. Naproti
tomu @i prijmu NGOs, vylucuje OH, ¢imz se pH zvySuje (George a kol. 1988). Tento @bl
vedl k vyvinuti pufrovanych meédii, zaloZzenych naésmzésaditych a kyselych fosfiat
(Burgeff 1936, Vacin a Went 1949, Malmgren 1989).

Aktivované uhli niZze také v ufité mie stabilizovat pH a tim zvySit procento
klicivosti na jednoduchych arexEnych meédiich (Fast 1980). AvSak u vice komplexnich
médii naopak aktivované uhli procentaiklosti snizuje (van Waes 1987), coz souvisi s jeho
adsor@ni schopnosti, protoZze pohlcuje slozky média, kiea§i stimul&ni (Cinek na kléeni
(Rasmussen 1995).

3.6.6 Fytohormony

O vlivu fytohormorii na kleni je znamo velmi malo informaci a v mnoha prasieh
dosahuje rozporuplnych vysleik Arditti (1979) uvadi, Ze nefpkazné a rozporuplné
vysledky mohou byt z&inény interakcemi mezitznymi hormony, odliSnymi naroky
jednotlivych druli, pouzitim tiznych forem jednotlivych horman odliSnymi kultiva&nimi
podminkami a odliSnymi rozsahy pouzitych koncentrac

3.6.6.1 Cytokininy

Cytokininy jako benzyladenin (BA) a kinetin (KIN)sqQu nejdlezit¢jSi nistove
regulatory ovliviujici kliceni terestrickych orchideji (Harvais 1982). AvSakainé druhy
orchideji reaguji na jejichifftomnost v médiutizré (van Waes a Debergh 1986a). Kikgadu
u druhi Cypripedium calceolus, C. reginae a Epipactis helleborine se cytokininy projevily fi
kliceni pozitivie, ale u drufi Dactylorhiza maculata a Listera ovata se tato tendence
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neprojevila (van Waes a Debergh 1986a). Hadleyqipve své praci uvadi, Zze KIN&n
negativni vliv na kiéeni druhuDactylorhiza maculata, ale zlepSil naslednyist semenéi.
VétSina drulii, na které fisobi cytokininy stimuléné, jsou zarovg druhy, u kterych se
kladnymi (&inky projevila stratifikace chladem. Moznym vy$lenim je, Ze exogenni
cytokininy vyvolavaji podobné reakce jako ty, ktefinasi stratifikace chladem a dochazi tak
k potlateni (tinku ABA (Web a Wareing 1972, Rasmussen 1995).

3.6.6.2 Auxiny

NejpouzivagjSimi auxiny v kultiv&nich médiich jsou kyseliny indolyloctova (I1AA),
indolylmaselna a naftyloctova (NAA) (Arditti a Em$993). Ri vyzkumu vlivii auxini na
kliceni pomoci vySe zménych auxirii, nebyl u deviti druth terestrickych orchideji zji&h
vyznamny rozdil v klfivosti oproti kontrole bez auxin(van Waes 1984), vyjmackterych
piipadi, které jevily mirné snizeni Kiivosti. Naproti tomu nap u druhuOrchis mascula se
NAA v koncentraci 2 mg/l projevilo vyznamnym zvyseiicivosti (Borris a Voigt 1986) a
stejreé tak u druhuPterostylis vittata v pripact IAA v koncentraci 5 mg/l $ symbiotickém
kliceni (Wilkinson a kol. 1994). Vliv auxinna kliceni byl také dokazan u drulactylorhiza
maculata, kdy se po fidani trijodbenzoové kyseliny, ktera je inhibitoreaaxini, vyrazré

snizila klIgivost (Eiberg 1970 in Rasmussen 1995).

3.6.6.3 Gibereliny
U giberelinové kyseliny (GA) nebyl dosud prokaz&uixy pozitivni vliv na kifeni

semen. Bylo pouze prokazano snizenéikdisti u druti Dactylorhiza maculata a Listera
ovata (van Waes a Debergh 1986a) & gpymbiotickém kléeni druhuPterostylis vittata
(Wilkinson a kol. 1994) a zadny vliv u drialfCypripedium calceolus, Epipactis helleborine
(van Waes a Debergh 1986@),chis mascula (Borris a Voigt 1986) ®. purpurella (Hadley
a Harvais 1968).

3.6.6.4 Kyselina abscisova
Obsah exogenni kyseliny abscisové (ABA) v médiu nany inhibicni vliv na
kliceni. Van Waes (1984) ve své praci uvadi, e ABApfizkoncentraci 18 M sniZila

procento kiivosti na polovinu a i koncentraci 18 M byla kligivost dokonce nulova.
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3.6.7 Vitaminy

Vitaminy skupiny B, zejména thiamin, niacin, pymih a biotin jsowastou sloZzkou
kultivacnich médii (Arditti a Ernst 1993) a hrajlildzitou roli @i vyvoji semenéi (Fast
1978), avsak jejich rolefpvlastnim kiteni neni zcela jasna (Rasmussen 1995) iiKlzalu
peptony a kvasnicovy extrakiasté slozky kultivénich médii, obsahujici vitaminy skupiny
B, obzvlast ve forme niacinu (Arditti 1982), vykazuji pozitivni vliv nkliceni druti Galeola
septentrionalis, Cypripedium calceolus a Anacamptis pyramidalis. Nicméré kvasnicovy
extrakt je mnohdy ugdnostovan, protoze ma vySSi obsah vitamnia obsahuje také

aminokyseliny a zriaé mnoZzstvi fosforu (Arditti 1982).

3.6.8 DalSi pouzivané dojiky medii

Casto a mnohdy s dobrymi vysledky jsou do kultiiah médii pidavany ovocné
Stavy afada dalSich organickych roztokNicmérg, stejré jako u kvasnicového extraktu,
peptorii a jinych komplexnich slozek médii, maji tyto ddg znané promenlivé sloZzeni a
neda se f@sré urcit jejich chemické slozeni. Je proto th#t nemozné iesreé urcit pri¢inu
pozitivniho &inku na klteni, ¢i pripravit opakovas médium se stejnymi vlastnostmi, jsou-li
v ném tyto slozky zahrnuty (Rasmussen 1995). Obgsou vSak tyto roztoky kyselé a
obsahuji rozpustné sacharidy, aminokyseliny, vitgrd tizné fytohormony (Lucke 1977).
Nejcastji pouzivanymi jsou ananasovéaya, kokosové mléko a bramborovy extrakt (Arditti
a Ernst 1993).

Kupiikladu ananasovatdva je s velmi dobrymi vysledky pouzivana v kultivich
meédiich pro evropské orchideje (Malmgren 1989). #ilaé redukni inky a v kulturach
proto snizuje produkci fenolovych exudafRasmussen 1995). Dalsi moznosti jak snizit
obsah fendl v médiu, je pouziti aktivniho uhli nebo antioxittan(van Waes 1987,
Rasmussen 1995).

V piipadech kdy kultivéni médium neni mozné sterilizovat pomoci autokl@my
pridavaji se do média latky s baktericidnitmifungicidnimi (Einky (kap. 2.1.1) (Arditti a
Ernst 1993). Nap Plant Preservative Mixture (PPMww.ppm4plant-tc.col smés které

docasré potlauje bakteridlni a houbové kontaminace, je pouZitelnasymbiotickych
kulturach. AvSak pouziti PPM ke sterilizaci médéavie srovnani s autoklavovanim &ma
diskutabilni (Kauth a kol. 2008).
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3.6.9 Fiprava kultiva éniho média

Média mohou byt fpravena bd’ z jednotlivych sloZzek média, nebo ze zakoupené
praskové formy od dodavatele (McKendrick 2000). @Bese i priprave média postupuje
nasledova (Arditti 1982, Arditti a Ernst 1993):

1. Fida sé spravny objem jednotlivych tepebdolnych slozek média do 250 ml destilované
vody (jako posledni sefiplavaji komplexni slozky [n&pkvasnicovy extrakt], jsou-li s@asti
média).

2. Objem roztoku se destilovanou vodou doplni do 190

3. pH se v fipact potreby upravi naip pomoci 1 M roztoku hydroxidu sodného (NaOH) a

1 M roztoku kyseliny octové (C}£OOH).

4. Fida se patbné mnozstvi daného sacharidu.

5. Objem roztoku se destilovanou vodou doplni ditrd.

6. V pripadct pevnych médii se do vrouciho roztokida agar.

7. Roztok média se autoklavuje

8. Behem autoklavovani sefipravi tepel& citlivé slozky média, jako jsou hormony,
vitaminy, aminokyseliny atd., rozpusti v 70 % etana smichaji v Erlenmayeréwaice
trepanim.

9. Po autoklavovani se do stale horkého roztokuansliji tepelr citlivé slozky.

10. Red vychladnutim se médium nalije do Petriho misek.

3.7 Asymbiotické kli¢eniin vitro

Pti asymbiotickém kkeniin vitro, tedy bez fitomnosti mykobionta, zasobuje semeno
vSemi potebnymi Zivinami, sacharidy atd. kult&a médium,cimz nahrazuje roli OM
houby. Z toho @vodu jsou média pouzivandi msymbiotickém kkieni komplexsjsi nez ty,
pouzivana p symbiotickém kiéeni. Za delem dosazeni co nelepSich vyshedii kliceni a
naslednémirstu jsou asymbiotickd meédéasto tizné upravovana v zavislosti na pozadavcich
jednotlivych druli.

Casto pouzivanymi médii jsou nagKC (Knudson C; Knudson 1946) azné jeho
modifikace, MM (Malmgren Modified Terrestrial OrchiMedium; Malmgren 1996), P723
(PhytoTechnology Orchid Seed Sowing Medium), MS (ashige and Skoog; Murashige and
Skoog 1962), VW (Vacin and Went Modified Orchid Med; Vacin and Went 1949).

Asymbiotické kl€eni semen orchideji je velmi efektivnitgob @i produkci rostlin a

za (elem zachovani ohroZenych déulorchideji byla proto vyvinutarada @innych
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kultivacnich protokoh (van Waes a Debergh 1987, Dutra a kol. 2008, Daitkal. 2009).
Nane&tsti mnoho temperatnich dnuhterestrickych orchideji ki asymbioticky velmi
obtizre a vyZzaduji specialni média a kulttva podminky (Rasmussen 1995).

3.8 Symbiotické kléeniin vitro

Béhem symbiotického kdeniin vitro se na rozdil od asymbiotickéhoddniin vitro
tvoii mykorhizni symbi6za a Klici semeno je tedy, jak uz byi@eno dive, zasobeno
prostednictvim svého mykobionta gebnymi Zivinami, sacharidy atd.

Média pouzivana pro symbiotické dehi semen orchidejn vitro jsou vytvdena tak,
aby zasobovala symbiotickou houbu nezbytnymi Zivingro rist a vyvoj (kap. 2.1.1) a
oproti asymbiotickym mediim maji proto relatévjednoduché sloZeni. Nejzaklagim
médiem pro symbiotické Kiéni je OMA (oatmeal agar; Azmi a Seppelt 1997).

Pri symbiotickém kléeni se semena vysévajidpiimo na kultivégni médium, anebo
se nejdive vysévaji na pas filttaiho papiru, ktery je poté umist na kultiv&ni médium
(Athipunyakom a kol. 2004). Symbiotick4d houba rosfov¢isté kultde se na kultivéni
médium s vysetymi semenyegmese tak, Ze se v okrajodsti rostouciho mycelia vizne cca
1 cnt agarového bloku aipnese na Petriho misku s vysetymi semeny.

Symbiotické kiéeni in vitro se neasgji pouziva k oétreni kompatibility mezi
ur¢itym druhem orchideje a izolovanymi druhy hub (Céms a kol. 1986). ii® ovérovani
kompatibility se mohou pouZzit Huizolaty z pra¥¢ testovaného druhu orchideje (Stewart a
Kane 2007)¢i izolaty z jinych druli orchideji (Clements a kol. 1986). Jestlize tedyeaea
urciteho druhu orchideje s@dem izolovanym a kultivovanym druhem houby wikla
dostanou se do stadia protokormu, ldei, Ze dand houba ke byt mykobiontem
zkoumaného druhu orchideje a vyitetas nim funkni mykorhizu.

4 Zaver

V dnesni dob je stalein vitro kliceni mnoha drul temperatnich orchideji velmi
obtizné, nebo dokonce nemozné. Do budoucna bude pokeba Iépe prozkoumatipiny
dormance orchideoidnich semen a vyvodit tak progdivé druhy @&inné postupy pomoci
kterych bude dormanceigkonana. Dale buddaeba |épe proSét spektrum latek, které
mykobiont poskytuje ktiicimu semenu a ze ziskanych informaci pro jedrotinuhy odvodit

takoveé slozeni kultiviho média, které by umdvalo co nejétSi procento klivosti.
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