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Anotation

We studied asymbiotic and symbiotic propagation of terrestrial orchids.
There wasn't found statistical effect of organic nitrogen in the form of pepton for
examined species of orchid in the asymbiotic propagation. There wasn’t confirmed
the positive effect of microelements and addition of carbohydrates (sucrose, glukose
and maltose) on the germination of Habenaria dentata. Effects of various iron salts
weren't striking to stimulate seed of Cypripedium calceolus. The effect of different
isolates of mycorrhizal fungi in the symbiotic propagation wasn't statistically proven
on investigated species of orchids. The effect of examined substrates (Akadama,
volcanic sand and substrate Lukscheiter Orchid) wasn’t statistically confirmed on
growth of species Spiranthes odorata and Bletilla striata, when seedling of them

were moved to ex vitro conditions.

Anotace

Cilem prace bylo studium asymbiotického a symbiotického mnoZzeni
terestrickych orchideji. Pii asymbiotickém mnozeni nebyl zjiStén statisticky vliv
organického dusiku ve form¢ peptonu na zkoumané druhy orchideji. U Habenaria
dentata byl potvrzen pozitivnéjsi vliv mikroelementi a piidavka sacharida
(sachardza, glukdéza a maltdéza) na klicivost semen. Vliv rtiznych zelezitych soli
nebyl markantni na stimulaci semen druhu Cypripedium calceolus. Vliv riznych
izolath mykorhiznich hub pfi symbiotickém mnozZeni nebyl u zkoumanych druht
orchideji statisticky prokazan. Pfi pfesunu semenacki do podminek ex vitro nebyl
statisticky potvrzen vliv zkoumanych substrati (Akadama, lavovy pisek a
orchidejovy substrat Lukscheiter) na rist u druhi Spiranthes odorata a Bletilla

striata.
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Uvod

Celed Orchidaceae se svym poétem druhii (pies 20 000) fadi mezi nejvetsi
skupiny semennych rostlin na svété. Orchideje se vyskytuji témét po celém povrchu
zemské souse, od tropickych destnych pralest, pies listnaté lesy mirného pasu, az po
tundru (Baumann et al. 2009). S pfichodem clovéka a rozvojem kulturni krajiny
jejich hojnost rapidné klesla. Zménou zpisobu zivota lidi v druhé poloviné minulého
stoleti se pfeslo na intenzivni zemé&délstvi a lesnictvi, coz zplisobilo zanik mnoha

stanovist’ s vyskytem orchideji (Jersdkova a Kindlmann 2004).

Ptestoze je Celed” Orchidaceae fylogeneticky mladou skupinou, umoziujici
vznik kiizencti mezidruhovych 1 mezirodovych. Je potieba tyto jedinené rostliny,
jak zptisobem zivota, tak 1 kombinacemi barev a tvarii kvétd, chranit a udrzovat

jejich prirozené prosttedi a davat moznosti vzniku novych orchidejovych lokalit.

Vseobecné znamé druhy Celedi Orchidaceae a jejich hybridy jsou pfevazné
epifytni rostliny vyskytujici se v tropickych oblastech Jizni Ameriky ¢i Asie. VéEtSina
z cca 50 druht rostoucich v Ceské republice jsou terestrické orchideje. Tyto druhy
vytvareji zvlastni souziti s mykorhiznimi houbami nazyvané orchideoidni
mykorhizni symbi6éza. Vzhledem k faktu, Ze semena téchto terestrickych orchideji
neobsahuji témét zadné zasobni latky, nemohla by bez ptfitomnosti houbového
endofytu vyklicit (Gryndler et al. 2004). Tato symbioza zplsobuje obtize pii in vitro
kultivaci zvIasté u téch druhli vstavacovitych, které jsou na mykorhize zavislé ve
velké mife. Také se snizuje uspéSnost jejich zpétného vysazeni na plivodni lokality

(Dykyjova 2003).



Cil prace

Diplomova prace se zabyvala generativnim mnozenim ohrozenych taxont
Dactylorhiza incarnata ssp. serotina, Dactylorhiza maculata ssp. maculata,
Cypripedium calceolus, Dactylorhiza praetermissa, Habenaria dentata, Spiranthes
odorata, Bletilla striata, Epipactis atrorubens, Spiranthes autumnolis, Epipactis
helleborine, Himantoglossum hircinum, Nigritela nigra, Epipactis gigantea,

Cephalus longifolia a Cypripedium macranthos v podminkach in vitro a ex vitor.
Byl studovan:
e Vliv ptidavku peptonu na klicivost orchideji,
e Vliv riznych druhi médii na kli¢ivost orchideji,
e Vliv riznych druht mykorhiznich hub na kli¢ivost semen,
e Vliv zelezitych soli na kli¢ivost a rist Cypripedium calceolus,

e Vliv druhu substratu na rist semendcl pii prenosu do ex vitro

podminek.



1 Literarni prehled

1.1 Orchidaceae

Celed Orchidaceae je jedna z nejvétsich &eledi v rostlinné ¥isi.
OrchidejeVstavace rostou vSude tam, kde se vyskytuji cévnaté rostliny a jsou
biologicky plastické. Nejvétsi hustota vyskytu druhti orchideji je vSak v tropech,
okolo 90%, kdezto v obou mirnych péasech se vyskytuje pouze 7% druhii orchideji
(Dusek a Kiistek 1986). Od rovniku k poélim klesa diverzita druhti orchideji. V
tropickych a subtropickych oblastech se tyto rostliny pfizptsobily stinnému Zivotu s
nedostatkem svétla v bylinném patie nebo se specializovaly jako epifytni organismy,
které v korunach stromii dosahnou snadnégji k vétsimu svételnému zafeni (Baumann
et al. 2009). Orchideje mirného pasu tvofi pievazné terestrickou formu

prizpiisobenou zdsobnimi organy na preziti v neptiznivém obdobi (Dykyjova 2003).

1.2 Zivotni cyklus

Orchideje tvoifi velké mnozstvi malych semen tvofenych nékolika Zivymi
bunkami v suchém sitovitém osemeni. Semena nemaji zfetelné zarodecné
vegetativni vrcholy. Jsou schopna pouze nabobtnani, poté musi tato semena infikovat
mykorhizni houba, od které ziskavaji potiebné ziviny pro dalsi vyvoj (Sekera et al.
2006). Mnoho epifytickych druht je pfizpiisobeno Zivotu na jinych rostlinnych
druzich, ¢i jiném podkladé (Prochdzka a VelisSek 1983). Semena epifytickych
orchideji se vyvijeji v zeleny protokorm, ktery se zvétSuje a tvofi v urcité velikosti

prvni list a poté prvni koten (Sekerka et al. 2006).

1.3 Morfologické znaky

Orchidaceae se tadi do zékladni tfidy jednodéloznych — Monocotyledones,
maji vSak mnozstvi modifikaci téla podle pfizpiisobeni prostiedi. Jak jiz bylo
uvedeno, mnoho druhil roste na hostitelské rostliné (strom) — epifyty. Nejedna se o

parazitismus, protoze epifyty vyuzivaji hostitele jako podlozku pro sviij rhst a ne
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jako zdroj Zivin. Dalsi druhy rostou na skaldch — petrofyty. VétSina orchideji

mirného pasu tvoii terestrické formy (Sekerka et al. 2006).

1.3.1 Stonek

Zakladni rozdé€leni vSech orchideji je podle stavby stonku, ktery roste
sympodialn¢ ¢i monopodialné (Prochdzka 1980a). Sympodialni vétveni lodyh je
nejbeéznéjSim zpusobem ristu u vétSiny druhti orchideji, kdy se stonek ptizptisobuje
povrchu terénu i pod nim. VétSinou tvoii oddemek s kratkymi nebo dlouhymi
internodii (mize rast i vzptimené — Oncidium). Z koncového pupenu kazdoro¢né
vyrusta novy letorost, ktery je zdkladem pro vSechny organy (kofeny, listy a
kvétenstvi). Po vegetacnim obdobi vyroste ze stonku bo¢ni pupen, z kterého vyrtstaji
dalsi rok nové organy. U monopodidlnich orchideji ma koncovy pupen neomezeny

rust. Listy jsou umisténé ve dvou protilehlych fadach, u zakrucujiciho se stonku

vytvaii spirdlu (Dusek a Kristek 1986).
1.3.2 Zasobni organy

Terestrické orchideje tvoii podzemni orgdny, které slouzi jako zasobarna
potiebnych latek pro rtist. Byvaji to oddenky ¢i hlizy, které lze zatradit do tii skupin.
Hliznaté orchideje pretrvavaji obdobi klidu v podobé jedné hlizy s pupenem, z né¢hoz
po ukonceni vegetacniho klidu vyrtistd nova rostlina s lodyhou s listy. Z bazi lodyhy
vyrustaji kofeny a nové vznika hliza, pottebna pro preziti nasledujiciho vegetacniho
klidu. Ke konci vegetacniho obdobi stara hliza zanika. Oddenkové hlizy tvoti druhy,
které preckavaji obdobi klidu formou oddenkd s pupenem. U nékterych druht
vyrasta diive kvétni stvol, u nékterych zase listy, ale u pfevazné ¢asti druhti dochazi
k souc¢asnému ristu obou ¢asti. Po dobu vegetacniho obdobi vytvaii nové pupeny pro
pristi rok. Pahlizy byvaji Casto zelené a slouzi jako misto pro zasobni latky, ale také
pro vodu. U orchideji tohoto typu jejich bazalni ¢ast stonkového pivodu po
vytvofeni listl tloustne a umoZzni vznik pahlizy nové. Stara pahliza spole¢né s kofeny

a listy na konci vegeta¢niho obdobi odumira (Sekerka et al. 2006).

U vétSiny epyfitnich orchideji pryt na bazi nebo po celé délce tloustne a

vytvaii tzv. pahlizy (pseudobulby). Tvar pahliz mize byt kulovity (Coelogyne
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cristata), vejCity (Cymbidium), vietenovity (Cattleya), nebo nepatrné¢ naznaceny
(Pleurothalis). Tvar pahliz se méni podle obdobi a jejich stafi. V neptiznivych

dobach sucha jsou scvrklé a obsahuji malé mnozstvi vody (Dusek a Ktistek 1986).
1.3.3 Koren

Kofeny orchideji se vyznacuji, na rozdil od ostatnich rostlin, mohutng;si
tloustkou, malo vétvenou strukturou, kterd cCasto nevytvaii kotfenové vlaSeni
(Sekerka et al. 2006). U druht terestrickych je kofen utvafen podobné jako u
ostatnich rostlin, které uskutectiuji mykotrofii, potiebuji zdsobu Zivin a pfichytit se
v substratu. Koteny epyfitii maji navic velamen, povrchovou vrstvu tlustosténnych
bunék, naplnénych vzduchem (DuSek a Kiistek 1986). Tato vrstva odumfelych
bunék slouzi jako mechanicka ochrana, ale pfedevsim jako ,,p1jak®, ktery nasaje a
zadrzi vodu. Podle obsahu vody se méni prlsvitnost a barva kofend. Pfi zaliti
velamen zprisvitni a kofeny zezelenaji, protoze zivé bunky v kofenu obsahuji

chlorofyl a maji schopnost fotosyntézy (Sekerka et al. 2006).
1.3.4 Listy

Listy jsou jednoduché, nedé€lené, pochvaté, stiidavé, postavené ve spirdle
nebo dvouradé, nejCastéji celokrajné. Terestrické druhy orchideji tvofi listy
jednoleté, tenké, a asto piizemni. Zilnatinu je obvykle soub&zna, vzacné sitovana.
Lodyhy jsou vzpiimen¢, bud’ porostlé zakrnélymi Supinami, nebo listnaté (Prochazka
1980b). Druhy zelené s mykotrofii mivaji listy casto zakmélé (Epipactis
microphylla), nezelené heterotrofni orchideje vytvareji fylomy (jen jako lodyzni
pupeny - Neottia). Nékteré taxony maji bazélni listy zakrnélé v Supinach, které
v dolni ¢asti lodyhy tvofi normalni listy a smérem ke kvétenstvi se zmenSuji a

prechézeji na tzv. lianovité listy (Dactylorhyza, Orchis) (Prochazka 1980b).

Epyfitické druhy orchideji jsou Casto na bazi pahliz Supinaté, v horni ¢asti
jsou redukované listeny, které obvykle zasychaji. Nékteré druhy tvofi bezlisté formy
vyuzivajici pouze chlorofyl v kotenech (Polyrrhiza). Stavba listd se 1i$i v zavislosti
na podnebi, ve kterém se rostlina nachazi. Ve vlhkych oblastech se epifyty
prizptsobily dostatecnému piisunu vlahy mékkymi listy s tenkou kutikulou. Naproti
tomu, druhy rostouci v suchych podminkach maji xeromorfni listy. Jsou vyraznéji
ztlustlé a slouzi jako zasobarna vody. Déle se ptizplsobily svételnym podminkam,
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kdy druhy rostouci v zastinénych mistech, maji listy Siroké, masité, s pomérné
tenkou kutikulou (Phalaenopsis). Druhy vyskytujici se na pfimém slune¢nim svitu
tvoti listy také ztlustlé, ale kutikula je mnohem siln€j$i a ¢asto mivd na povrchu

Supiny pro lepsi ochranu pfed vyparem vody (Dusek a Kfistek 1986).

1.3.5 Kvét a kvétenstvi

Nejvice obdivované u orchideji jsou jejich kvéty. Spolecna charakteristika
pro vSechny zastupce Orchidaceae je, ze kvéty jsou sloZeny z péti trojcetnych kruhd.
Kvéty byvaji oboupohlavné, soumérné, vyrazné zbarvené. VétSinou vyrastaji v
hroznovitych kvétenstvich, vzacngji jednotlivé. Kvét tvoti 3 vnitini okvétni listky
(intertepaly) a 3 vn&jsi (extratepaly). Extratepaly, ze zacatku tvorby kvétu, slouzi
k ochran¢ kvétu, obsahuji chlorofyl a pfi rozviti méni svoji barvu. Vnitini kruh tvoii
intertepaly, z nichz dva listy tvofi par — jsou shodné barvou, velikosti a postavenim.
Horni list, odliSujici se od ostatnich se nazyva pysk. Byva barevné i tvarové odliSen
od ostatnich — plochy, stfevickovité prohnuty, Casto lalo¢naty. V ostruze se tvofi
nektar lakajici potencionalni opylovace. Zbyvajici tii kruhy ma kazdy druh
specifické. Dva kruhy patii sam¢im pohlavnim organtim. Dalsi kruh nalezi ¢nélce a
blizné. Tyc¢inky u vétSiny druhli orchideji se s vyvojem zredukovaly na jednu ¢i dvé
(Cypripedium sp.). Pylova zrna jsou slepend v tzv. brylkdch a jsou umistény na

ty¢inkach, které sriistaji s ¢nélkou ve sloupek (Dusek a Ktistek 1986).

Semenik je vzdy spodni a tvoii ho tfi plodolisty. Semena neobsahuji
endosperm. Jsou to hold embrya, kterd se nachazeji v fidkém osemeni. Ve vyvoji
kvétu vétsSinou dochazi k resupinaci, kdy se semenik prekrouti o 180 — 360° (Sekerka

et al. 2006).

Kvétenstvi tvofi jednoduchy hrozen vyrGstajici z termindlu letorostu nebo
z listovych pochev na bocich vyhonii. Hrozen je Casto vétveny a tim vznika lata.
Orchideje terestrické maji kvétenstvi vzpiimena, kdezto u epifytickych druhti byvaji i
previsla. Rozkvétani probihd od baze kvétenstvi k vrcholu (akropetalné) a ve stejném
poradi i odkvétaji. Velikost kvéta a délka kvétenstvi je variabilni v ¢eledich, rodech i
druzich. VétSinou plati pravidlo, ze rostlina s velkym mnozstvim kvéti tvori
prodlouzené kvétenstvi a kvéty jsou malické (Oncidium), kdezto rostliny s menSim
kratké kvéenstvi je obvykle tvofeno robustnimi kvéty (Phalaenopsis) (Dusek a
Kiristek 1986, Prochazka 1980b).
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1.4 Rozdéleni terestrickych orchideji podle vegetacniho cyklu

Vegetacni cyklus je faktor ovlivilujici pfizplisobeni orchideji na nepiiznivé
periodicky se ménici podminky béhem roku, ¢imz je mysleno pfedevSim stfidani
ro¢nich obdobi (mraz v zimnich mésicich, suché letni dny, obdobi srazek aj.), ale i

adaptaci na stinné lokality. Sekerka et al. (2006) d¢€li orchideje na Ctyti kategorie:
0 Stalezelené — zatazuje se sem vétsina tropickych epifytnich druht.

0 Stredomorské — oblast s teplejsi zimou, vlhkym podzimnim a zimnim
obdobim (Stfedozemi, jihozapad Afriky a jih Australie). Rostliny zaCinaji rasit na
podzim a ptes zimu piezivaji v zelené vegetacni formé¢. Kveteni probihd v jarnich
mésicich a tvorba generativnich organti se uskutecituje do zacatku suchého léta, kdy

zatahuji zpatky do zeme.

0 Na jare raSici — do této skupiny patii druhy vyskytujici se v oblastech
se zimnimi mrazy, kdy hlavni obdobi vegetace za¢ina v jarnich mésicich po nastupu
vyssich teplot a rozmrznuti pady. Cypripedium sp. a Epipactis sp. jsou zastupci, kteti
kvetou v letnich mésicich a zatahuji na podzim, kdezto nékteti Orchidaceae zatahuji

na pocatku léta, kdy je nejvetsi narast okolni vegetace.

0 V 1été raSici — druhy vyskytujici se v oblastech Himal4ji a vychodni
Asie, kde je pro né limitujicimi faktory chladnd zima, relativn¢ suché jaro a

monzunov¢ desté prichdzejici na zacatku léta.

1.5 Mpykorhizni symbioza

Termin symbiotismus poprvé pouzil v roce 1877 Albert Bernard Frank jako
spole¢nou koexistenci dvou a vice organismui. Heinrich Anton de Bary v roce 1887
upiesnil tento pojem jako Zivot parazita a hostitele, spojeni organismu, ktefi si
navzajem pomadahaji (Smith a Read 1997). Pojmem symbidza byvd oznacocano
mnoho vztahii organismii — od symbidzy oboustrann¢ vyhodné (mutualismus) po

symbidzu parazitickou, ve které¢ jeden ze zicastnénych organismui pieziva na tkor

vvvvvv
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vztah, mezi houbou a rostlinou, nezajimali do hloubky, jelikoZ byla symbioza znama
jen u nékolik malo rostlinnych druhti. V posledni dobé védci objevili, Ze vice nez
80% rostlin sdili symbidézu s mykorhiznimi houbami. De Bary (1887) véfil, ze
existuji stupné symbidz mezi rostlinami a houbou. Tyto vztahy klasifikoval jako
nekrotrofii a biotrofii, kdy zalezi na tom, zda-li symbionti zGstavaji nazZivu nebo
jeden znich musi nezbytné¢ umfit, aby mohly byt latky absorbovany druhym

organismem v symbiotickém vztahu (Smith a Read 2008).

V mykorhizni symbioze jde o mutualisticky vztah mezi rostlinnym druhem a
riznymi druhy hub. Nékteré druhy se postupem c¢asu dokazaly specializovat na
rostlindm pfisun Spatné dostupnych mineradlnich latek (fosfor ¢i dusik) a zaroven

rostlina vyzivuje houbu organickymi latkami (Gryndler et al. 2004).

Mykorhizni symbidza se rozdéluje do dvou odlisnych skupin. Prvni se nazyva
arbuskularni mykorhiza, kdy pronikd houbové vlakno dovniti kofenovych bunék
rostliny, kde tvoii zvlastni struktury bun¢k (arbuskuly, vezikuly). Dal§Sim typem je
erikoidni mykorhiza tvofici symbiozu s velkou Casti zastupcii rostlin fadu Ericales.
Houby této skupiny pronikaji prevazné do bunék rhizodermis. Zastupci Ericales jsou
na houbéch zavisli, protoZze se vyskytuji pfevazné¢ na lokalitdich s nedostatkem
mineralnich latek ¢i nizkym pH (raSeliniste, viesovisteé). Do orchideoidni mykorhizni
symbidzy se daji fadit pouze zastupci celedi Orchidaceae, jejichz semena by v

realnych podminkach ptirodnich lokalit nevykli¢ila bez pomoci symbiotickych hub.

Zvlastni formu symbidzy tvoii heterotrofni rostliny, které nejsou schopny
fotosyntetizovat. Rostlina je zcela odkdzana na pfisun potiebnych latek od
symbiotickych hub, hovofime o mykoheterotrofii. Ta se vyskytuje u nékterych
hostitelskych orchideji Zijicich i v Ceské republice — Neottia nidus-avis, Corallorhiza

trifida, Epipogium aphyllum a Limodorum abortivum (Gryndler et al. 2004).
1.5.1 Orchideoidni mykorhizni symbioza

Orchideoidni mykorhizni symbi6za je specifickd pouze pro rostlinné druhy
¢eledi Orchidaceae. Prvni popis orchideoidni mykorhizy pochazi jiz z 19. stoleti,
kdy Reissek (1847) jako prvni pozoroval zbytky houbovych hyf stoCenych uvniti

rostlinnych bun¢k Neottia nidus-avis. Mnoho poznatkli o fungovani tohoto souziti
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mezi houbou a orchideji dodnes chybi. Jedna z mala véci, kterou miizeme s jistotou
fici je, Ze vSechny druhy terestrickych orchideji jsou zavislé v pocatecnich stadiich
vyvoje zarodku na mykorhizni houbé. Semena obsahuji tak mélo zivin, ze jim to
sta¢i na ,,nabobtnani“ a bez pfitomnosti houby by nebyla schopna dal§iho rastu
(Smith a Read 1997). Bylo zjisténo, ze pfi poc€atecni infekci houbou, jsou hyfy
vyzivovany vyssi rostlinou. Hyfy se v dalsi fazi kolonizace rozriistaji na ukor zasob
hostitelovych bunék (cukry, aminokyseliny, bilkoviny), az za¢nou samy hromadit
rezervni latky (glycidy a dusikaté slouceniny) piijimané z pidniho humusu pomoci
jejich vldken. Jakmile se houbové hyfy pfiblizi k jadru bunky hostitele v pasu
fagocytdzy, zacinaji se rozpoustét a hostitel ziskava nazpét svoje zasobni latky a
zaroven ziskava slouceniny fosforu a uhliku od houby (Prochazka 1980b). V dalSich
fazich vyvoje, kdy rostlina vytvoii prvni fotosynteticky list, se zavislost na piijmu

zivin od mykorhiznich hub zmensuje ¢i upln€¢ zmizi (Gryndler et al. 2004).

Tak jako u jinych typl mykorhiznich symbidz, i u orchideoidni mykorhizy
rozeznavame kotfenové a mimokoienové mycelium (shluky vzajemné propletenych
vldken hub). Lépe prozkoumané je kofenové mycelium nez mimokoienové.
Mycelium je tvofeno piimymi, cCasto vétvenymi hyfami a takzvanymi
anastamoézujicimi hyfami a moniliodnimi bunikami vytvarejicimi nejprve vétévky,
vétve a poté anastamozuji, ¢imz daji vzniknout shlukiim téchto bunék (Gryndler et

al. 2004).

V partnerském vztahu orchideje s houbou mtize vznikat jak parazitismus (kdy
roli parazitujictho miiZze ptebirat jak hostitel, tak i mykorhizni houba), nebo mohou

tvofit mutualistickou symbidzu ve prospéch obou partnerti (Gryndler et al. 2004).

V soucasné dobé jsou popsany dvé formy mykorhizni kolonizace kotent
nez ptyofagni a nachdzi se u protokormii a i dospélych rostlin. Typické
vnitrokofenové utvary pro tolypofagni orchideoidni mykorhizu jsou tzv. klubicka.
Vytvaii se uvniti priméarni kiry kotene, kde hyfy pronikaji dovnitt bunék a zde se
veétvi a vytvareji slepenou strukturu, pficemz houba posléze pronikd do sousedni
bunky. Nedochazi vSak k pfimému kontaktu s cytoplazmou jako u erikoidni
mykorhizy. Shluk hyf se obaluje plazmatickou membranou hostitele a po urcité dobé
kolabuje a tvofi utvar zvany fagocyt, ktery muze byt znovu rekolonizovan. U
ptyofagniho typu orchideoidni mykorhizy dochazi rovnéz ke kolonizaci bunék
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primarni kiry, ale klubic¢ka hyf se dale nesifi do sousednich bun¢k (Gryndler et al.
2004). P1i ptyofagii podléhaji fagocytdze pouze konce hyf, kdy praskaji a vylévaji

svou protoplasmu do ,,stravovacich* bun¢k hostitele (Prochazka 1980b).

1.6 Vybrané druhy orchideji 7 mirného pdasma

1.6.1 Dactylorhiza incarnata

D. inncarnata je hliznata orchidej doristajici vysky 30 — 80 cm. Lodyhy jsou
tuhé, duté, vzptimené, rovnomérné porostlé 5 — 8 neskvrnitymi, svétle zelenymi,
kopinatymi listy s kdpovitou $pickou. Od kvétna do Cervna vytvaii uzce valcovité
kvétenstvi s 15 — 60 kvéty a se zelenymi, dlouze trojuhelnikovitymi a vyrazné
vyénivajicimi listeny. Barva kvét je razova, svétle az tmavé masoveé Cervena, ve
vyjimecnych piipadech mohou vznikat albinoti¢ti jedinci. Spodni pysk je mélce
trojlalocny, okrouhly, ve stfedu s jednoduchou ¢i dvojitou klikatou kresbou.
Prostfedni vné&jsi listek s vnitinim okvétim vytvafeji prilbu. Tlustd ostruha ma

kuzelovity tvar, na konci je tupa a mirn¢ se sklani dola (Baumann et al. 2006).

Tento druh ma celoevropské rozsiteni, areal saha na sever Skandinavie, do
hor jizniho Spanélska a po sever Balkanského i Apeninského poloostrova. D.
incarnata se tfadi mezi vlhkomilné druhy, miizeme ji nalézt na slatinistich, bazinach,
na mokrych loukach do 2 400 m n.m. V Cesku je jeji vyskyt roztrouseny, od niZin po
podhtifi. Stredem arealu vyskytu je stiedni Polabi a vyskytuje se i na Jizni Moravé

(www.naturabohemica.cz).

Dactylorhiza incarnata patii do ohrozenych a chranénych rostlin nasi ptirody,
povazuje se za indikator vlhkych stanovist. Nejvétsi ohrozeni se skryva v pfeméné
vlhkych luk — meliorace a vysuSovani. NaStésti mnoho piirozenych lokalit s timto
druhem spadd do chranénych tGzemi a je zde provadén pfiméfeny management

(www.naturabohemica.cz).

17



\</

www naturabohemlca cz
] . s @ Filip TI'HJ’-.:!

Obr. 1: Dactylorhiza incarnata
1.6.2 Dactylorhiza maculata ssp. majalis

D. maculata ssp. majalis ma zplostélé hlizy a vyrtsta do vysky kolem 50 cm.
Duta lodyha je nacervenala se 4 — 7 lysymi, kopinaté az elipticky utvarenymi, hrubé
skvrnitymi listy. Kvétenstvi utvaii valcovity klas, ktery nese 7 — 35 nachovych,
ruzovych ¢i vzacné bilych kvéti. Vngjsi listky jsou obvykle skvrnité, vejcité, tvotici
prilbu. Postranni listky smétuji kolmo vzhtiru. Kresba pysku pfipomina klicky, tecky

¢i ¢arky, okraje ma Cervenofialové (Baumann et al. 2009).

Tento poddruh se vyskytuje zejména ve sttedni a vychodni Evropé. Zasahuje
na jih Skandinavie i na zdpad Sibife. Preferuje vlhké louky a pastviny, slatiny,

raSelinisté ¢i okraje lu¢nich pramenist. Vyhovuje mu hlinit4 piida s dostatkem zivin.
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V CR se jeho vyskyt povazuje za roztrouSeny aZz vzacny, mizeme ho nejéastéji
zahlédnout ve stfednd vyskovych polohach jako je Sumava nebo Krugné hory

(www.naturabohemica.cz).

Ohrozeni tohoto druhu neni z globalniho hlediska pfilis velké, na naSem
uzemi roste v pomérné velkém poctu, i kdyz jeho ptirozené lokality ubyvaji. Nekteré
populace zanikly diky odvodiovani vlhkych luk. Dals$i ohrozeni se skryvd pod
,»hajezdy* péstiteli orchideji ¢i vykopavani hliz pro pouziti v lidovém IécCitelstvi.
Poddruh je uveden na Cerveném seznamu cévnatych rostlin pod statutem ,,ohroZeny*

a v mezindrodnim seznamu CITES v kategorii B (www.naturabohemica.cz).

/4

-——

Obr. 2: Dactylorhiza maculata ssp. majalis

1.6.3 Cypripedium calceolus

Tato nase nejkrasn&ji kvetouci orchidej je v Ceské republice kriticky
ohrozenym druhem, ktery se fadi mezi chranéné rostliny (Sekerka et al. 2006). Tvofi

geofytni formu s horizontdlné¢ plazivym oddenkem, ktery muze u silnéjSich rostlin
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tvofit vice ¢lanki, a tim dava vzniknout hustym koloniim az s 43 kvétnosnubnymi
lodyhami. Stonek tohoto druhu je dlouhy 30 — 60 cm s 4 — 5 lodyhami. V jarnich
mésicich po obdobi klidu vyrazeji lodyhy se silné zilnatymi, Siroce eliptickymi listy.
Kvétenstvi rasi od kvétna do Cervna a mize mit 1 — 3 kvéty. Pysk je vyrazné odlisSny
az citronové¢ zlutou barvou od ostatnich okvétnich listkll, které jsou cervenohnédé,

lehce spiralovité zato¢ené (Baumann et al. 2009).

Areal rozsifeni tohoto druhu se nachdzi v mirném humidnim aZz chladném
borealnim pasmu euroasijské lesni podoblasti od Anglie a zdpadni Skandinavie, pres
Pyreneje, na Balkén, vychodni Ukrajinu, pfes Ural aZ po severovychodni Cinu. V
niz8ich oblastech stfedni Evropy se vyskytuje ve svétlych smiSenych lesich s
borovici, dubem a habrem. V podhorskych a horskych oblastech obyva buciny, ¢asto
pod listim. V Cechach a na Moravé roste na mineralnich padach vapenito-jilovitych,

na vapencich a opukach v nadmoiské vysce 280 — 500 m (Baumann et al. 2009).

Dnes$nim nejvétSim ohrozenim pro tyto rostliny je vyuzivani krajiny v
lokalitach piirozeného vyskytu a zmény v lesnim hospodafstvi. DalSi nebezpeci
predstavuje trhani a vykopavani rostlin z lokalit (Baumann et al. 2009). Cypripedium
calceolus je jediny stfevicnik striktné chranény konvenci CITES. Je zatazen do

evropského seznamu druhti pfilohy A (Sekerka et al. 2006).
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Obr. 3: Cypripedium calceolus

1.7 Vybrané druhy orchideji 7 tropickych oblasti

1.7.1 Bletilla striata

Bletilla striata se fadi se mezi nejvice péstovanych druhti v Japonsku pro jeji
variety s pestrobarevnymi listy. Vyskytuje se v Cing, Japonsku a vychodnim Tibetu,
kde roste v nadmotské vysce od 1 100 — 3 200 m (Pridgeon 1992; la Croix 2008).
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Rostlina je az 60 cm vysoka s celokrajnymi, protdhle ovalnymi listy, které
jsou az 45 cm dlouhé¢ a 4 cm Siroké. Kvétenstvi s 5 — 20 kvéty, v barve pres rizovou,
¢ervenou az bilou, zdobi rostlinu v obdobi kvétna az ¢ervna. Kvéty mohou vydrzet

kvést az mésic (www.botany.cz).

Nalezneme ji pti okrajich vlhéich lesti a lesnich svétlindch. Dulezitym
faktorem je teplota, kterd pro pteziti druhu nesmi, klesnout pod -5°C
(www.botany.cz). Jako vétSina druhti Celedi Orchidaceae, je celosvétové chranén a

zatazen v ptiloze Il mezinarodni tmluvy CITES.

www.wikipedia.org

-

Obr. 4: Bletilla striata
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1.7.2 Habenaria dentata

Tento terestricky druh nalezneme v Asii od Himalaji, ptes Cinu, Indii a
Indo¢inu (Thajsko po Myanmar) vnadmoiské vysce 500 — 1500 m
(www.icimod.org). Je to vytrvala bylina vysoké pfiblizn¢ 30 — 80 cm. Listy jsou
vej¢itého tvaru stiidavé uspofadané, 6 — 12 cm dlouhé¢ a 2 — 3 cm Siroké
(www.hewo.com). Stonek je vztyCeny, Casto s trubkovitymi pochvami. Ostruha ma 4
cm a je delsi nez stopky a vajenik (www.efloras.org). Od srpna do fijna vytvaii 5 —
12 cm dlouhé kvétenstvi s3 — 13 bilymi kvéty, které jsou 3 cm veliké

(www.hewo.com).

Nalezneme ji v otevienych sekundéarnich travnicich, poloopadavych a
opadavych listnatych a suchych lesich nizin a savan (www.orchidspecies.com).
Vytvéati hlizy, diky kterym pifezivd nepfiznivé obdobi behem zimy
(www.speciesorchids.com). Hlizy této rostliny se vyuzivaji k 1é€eni napt. bedernich
bolesti, hadiho ustknuti, kasle, otokti a kyly v lidovém lécCitelstvi (www.hewo.com).
Pro vyuziti hliz tohoto druhu v domorodém lécitelstvi jsou vytvorena vyvozni kvoty

v ramci CITES, v niz je druh zatazen do ptilohy I (www.unep-wcmc-apps.org).

sites.google.com

Obr. 5: Habenaria dentata
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1.8 Mykorhizni houby

Celed Orchidaceae charakterizuje, alesponi v n&které fizi vyvoje, souZiti
s mykorhiznimi houbami. Tyto houby, se znacnou taxonomickou diverzitou, patii
vétsSinou do tiidy Basidiomycetes a v posledni dobé byla prokazana mykorhiza i

s houbami z tfidy Ascomycetes.

Prvni provedl separaci kolonizovanych bun¢k z kofenového kortexu a jejich
kultivaci na zivném médiu Noel Bernard (1909). Popsal druhy Rhizoctonia
mucotroides a R. repens (Bernard 1909). Nejcastéji se vyskytujici mykorhizni houby

u orchideji se fadi do rodu Rhizoctonia.

Pro nedostatek, jinych nez anamorfnich stddii hub byla dalsi determinace
velice slozita, nebot' anamorfni staddia jsou si velice podobna v morfologickych
znacich. Po 60. letech byla vyvinuta nova metoda, kterd umoziiovala provést

determinaci hub pomoci jejich reprodukcnich orgénti (Trojanova 2006).

Ziejmé nejbéznéji vyskytujici se druh hub v kofenovém endofytu orchideji je
Rhizoctonia repens. DalSim Castym druhem je Tulasnella calospora izolovana
z Dactylorhiza purpurella a jinych terestrickych a 1 epifytickych druhti orchideji
(Rasmusenn 1995). Prokazalo se, ze druhy jako Rhizoctonia repens jsou celosvétove
rozsifené. Doslo se k zavéru, ze vztah mezi houbou a orchideji, ktery vede

k vytvoteni mykorhizni asociace, je spiSe nespecificky (Smith a Read 1997).

Mezi dalSimi houbami tvoficimi orchideoidni mykorhizni symbiozu
nalezneme houby ektomykorhizni, fazené¢ do odd¢€leni Basidiomycota (napt. rod
Cortinarius) a nékolik rodt z oddéleni Ascomycota (Benes 2010) Tyto rody vytvareji
symbidzu s nezelenymi druhy orchideji (napt. Goodyera repens), kdy tvoii asociaci
se stromy a houby zprostfedkovava ptenos uhlikatych latek z ektomykorhizniho
hostitele do kofenové soustavy orchideje. Tyto domnénky byly potvrzeny v posledni

dobé¢ pomoci izotopove znacenych sloucenin (Trojanova 2006).
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1.9 Generativni mnozeni

1.9.1 Techniky kultivace in vitro

In vitro vysevy jsou dilezitou metodou v zachrannych programech po celém
svété (McKendrick 2000). Orchideje tvofi stovky az tisice malych semen, kterd
obsahuji malé mnozstvi zasobnich latek. Némec (1941) ve své praci studoval
hmotnost a pocet semen u jednotlivych zkoumanych druhti, kdy vySla nepatrna
hmotnost semen (napt. Goodyera repens — 2 mg, Gymnadenia conopsea — 8§ mg) a
jejich velké mnozstvi v tobolce (jedna tobolka Cephalanthera damasonium
obsahovala asi 6 200 semen). Toto pfizpuisobeni pomahd piemisténi semen vodou
pomoci disperze na dlouhé vzdalenosti, umoziuje tedy jejich Sifeni. Semena maji
moznost vykli€it v pfirodé€, ale dale nevyrostou bez infekce mykorhiznimi houbami
rodu Rhizoctonia (McKendrick 2000). V laboratornich podminkadch maji vSechna
semena stejnou pravdépodobnost na vykliceni, protoze jim zajiStujeme idedlni
klimatické a vyzivové podminky. Bylo vyvinuto mnoho druhd Zivnych medii pro
vysevy semen orchideji. Prvnim prikopnikem v tomto odvétvi byl Ito z Japonska,

ktery pouzil pro in vitro vysev nezrald semena rodu Dendrobium (Ito 1960).

Pii aseptickm asymbiotickém vysevu se do zivného média ptidavaji ristové
regulatory (Halley 1970), aminokyseliny, dusikaté organické latky, ale predevSim
zdroj uhliku ve formé rtznych cukri jako je sacharoza a glukoza, které nahrazuji
pritomnost mykorhiznich hub, které jsou nezbytné pti symbiotickém vysevu (Smith
1967,Andersen a Rasmussen 1996, Vejsadova 1996). Pro zpevnéni média se

pfidavado zivného roztoku agar (Dusek a Ktistek 1986).

Pti symbiotickych vysevech se aplikuji houbové endofyty, které Ucinné
stimuluji klicivost a rist rostlin. V prostiedi s mykorhiznimi houbami, je proces ristu
urychlen a dal$i ptevod do podminek ex situ je snazsi nez pii asymbiotickém vysevu.
Rostliny jiz maji vytvofenou symbidzu s houbami a pii pievodu do nového prostiedi

maji vétsi pravdépodobnost preziti (Balaz 1999).
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1.9.2 Povrchova sterilizace

Pti symbiotickém 1 asymbiotickém vysevu je nezbytné, aby vSechna média,
nastroje, kultivacni skloa i semena byly sterilni. Nesmi se stat, ze se bakterie ¢i spory
plisni dostanou do kultivacnich nadob, kde maji zajisténé idealni podminky s

dostatkem zivin pro rychly rtst a inhibici kliceni semen (McKendrick 2000).

Pti pfipravé vysevniho média zajistime sterilitu pomoci sterilizace v
autoklavu. Musime dodrzet urCitou teplotu, dostatecny tlak, sprdvnou délku trvani
sterilizace. Tyto podminky zni¢i vSechny bakterie a plisné nachazejici se v médiu

(McKendrick 2000).

Pfed umisténim do urcenych nadob museji byt sterilizovana také semena.
Povrchova sterilizaci semen se odstranuji jak povrchové necistoty, tak i inhibicni
latky ptritomné v testé. Odstranénim téchto negativnich elementii je zvySena
pravdépodobnost vykliceni. Ne&které prace poukazuji na to, ze dlouhodobym
macenim semen lIze odstranit nepropustnou testu (Burgeff 1959). Pokud méame
semena v nezralé a neoteviené zelené tobolce, postaci pouze kratkodobé tobolku
vystavit zvySené teploté nebo ji jinak povrchove sterilizovat. Jelikoz vétSina
sbiranych semen byva ve zralém stavu, kdy je tobolka jiz napraskla a infikovana
mikroorganismy, musime vyuzit jinou cestu dezinfekce. Semena se sterilizuji se v
roztoku chlornanu sodného nebo vapenatého (Wotavova et al. 2001) ¢i pomoci

peroxidu vodiku (McKendrick 2000).
1.10Zivnd média

In vitro média zajistuji semeni i rostliné potiebné mnoZzstvi Zivin, jak
organickych tak i anorganickych. Déle jsou ptfidavany i organické regulacni latky,
které rostlina pottebuje pro dalsi rist. V in vitro kulturdch je také zajiSténa vysoka
vzdusnd vlhkost pohybujici se okolo 85 — 100%, vymeéna plynt je obvykle

redukovana pomoci polyesterové molitanové zatky ve vicku.

V dnesni dobé se pouzivda mnoho druhit médii. Kazdé z nich bylo piipraveno
a vyuzivano pro jiny druh orchideji. Jako prvni vytvofené médium a zaroven

nejuzivanéjsi je MS (Murashige a Skoog 1962), jehoz slozeni bylo publikovano

vroce 1962. Slozeni je velice vyvazené, ale koncentrace soli je pro vyuziti u
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orchideji vysoka, a proto se doporucuje pouzivat poloviéni koncentraci. Slozeni
makro- a mikroelementii dalo zaklad pro ostatni druhy médii, ktera z téchto hodnot

vychézela a lisi se vétSinou odliSnym obsahem organickych dodatkd.

Médium ,,Knudson C* bylo vyuzito jako prvni médium pro kli¢eni semen
orchideji, které vyuziva pouze anorganické latky spolecné se sachardzou, ale bez
organickych dodatkt (Arditti 1964). Burgeff (1936) modifikoval médium ,,Knudson
C* na né¢kolik variant, kdy ve varianté¢ ,,Egl® zaménil sachar6zu za glukoézu a
fruktozu. V ,,N3f, které¢ je vhodné pro kultivaci rodu Paphiopedilum, ptidal kyselinu
citronovou (Dusek a Kiistek 1986).

1.10.1 Slozeni média

Zakladnimi elementy, které se pouzivaji pro tvorbu média, jsou destilovana

voda (zdroj kysliku a vodiku), anorganické a organické latky.
Anorganické latky

Anorganické latky jsou nedilnou soudasti kazdého média. Radime sem
makro- 1 mikroelementy. Mezi makroelementy fadime dusik, draslik, fosfor, vapnik,
hoi¢ik a siru. Dusik potiebuje rostlina pro tvorbu vegetacnich organt. Dodava se do
média ve formé amoniakalni (NH4") nebo nitratové (NO3'). NHy4' je $patné dostupna
v kyselém prostiedi, to znamena, ze je zvySen piijem NO3; (DuSek a Kiistek 1986,

Novak 1990).

Draslik je dulezity pro fotosyntézu, osmoticky tlak a bobtndni protoplazmy.
Ovliviiyje také tvorbu kvéth (Dusek a Kiistek 1986). Vyuziva se 1 pro zvyseni
kli¢eni, kdy se semena maceji po urcitou dobu v riiznych roztocich draselnych soli,
které poté zvySuji nékolikandsobné kliivost (Arditti 1967). Fosfor stimuluje
energetické pochody v buitkdch a podili se na tvorbé sloucenin a latkové vymeéné.
Dodava se ve form¢ dihydrogenfosfore¢nanu. Vapnik ptisobi protikladné nez draslik
— zpevnuje stény buné€k, ovliviiuje dlouzivy rist bunc¢k a neutralizuje kyselinu
stavelovou. Hoi¢ik ovliviiuje tvorbu chlorofylu. Zelezo, zinek, molybden, bor a
mangan fadime k mikroelementim, které aktivuji enzymy a ovliviiuji metabolismus

rostlin (Dusek a Kfistek 1986).
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Organicke latky

Zakladni organickou slozkou média jsou sacharidy. I kdyz u nékterych druhti
terestrickych orchideji se prokazalo, ze dokézou kli¢it v in vitro podminkéch na
pouhém agaru (Rasmussen 1995), vétSina druhti vyzaduje zdroj uhliku ve formé

sacharidu.

Rozpustné sacharidy (sacharoza, glukédza, fruktéza a maltdza), které mohou
semena piimo vyuzivat, se pouzivaji v asymbiotickych kulturach (Rasmussen 1995,
Wotavova et al. 2007). V symbiotickych kulturach Ize pouzit i ve vodé nerozpustné
polysacharidy (Skrob a celul6za), které jsou pro semena nedostupné, ale houbovy

symbiont je dokaZe metabolizovat (Smith a Read 2008).

Dals$imi latkami jsou aminokyseliny, které ptidavame jako zdroj dusiku a
zékladni stavebni jednotky bilkovin. Slouzi 1 pro tvorbu chlorofylu a dalSich slozek
bunééné plazmy. Do média pfidavame napi. kvasni€ny extrakt, peptony C¢i
kaseinhydrolyzat, pfipadné¢ smési znamych aminokysel jako nespecificky zdroj

aminokyselin (Rizkova 2001).

Nedilnou soucasti média tvofi vitaminy. Pfidava se piedevSim vitamin B,
(thiaminu) a Bg (proxiodoxin), které pozitivné ovliviiuji rist a latkovou vyménu a Bs
(niacin), ktery hraje roli v energetickém metabolismu buniky a podporuje kliceni
orchideji (Rasmussen 1995).

Rastové regulatory (fytohormony) reguluji riist a vyvoj rostliny. Mezi
vrcholovych meristému stonku a kofenu. Nejbeznéji uzivané auxiny jsou syntetické
(IBA, NAA), které¢ nepodléhaji tak snadno rozkladu jako indolyloctova kyselina
(IAA), ktera je ptirozenym auxinem. IAA podporuje prodluzovani bunék a zakladani
kotent (Arditti 1967). Cytokininy stimuluji déleni bun¢k a nepiimo i tvorbu pupent.
V kultufe in vitro se pouziva z ptirozenych cytokininti zeatin a 2iP, ze syntetickych

predevsim kinetin, adenin ¢i BAP (Vejsadova 2006, Benes 2010).

Pro snizeni pravdépodobnosti inhibice ¢i tvorby nadmérného mnoZstvi
toxickych metabolitii se do média pridava nejcastéji aktivni uhli, které tyto nezadouci
latky dokaze na sebe absorbovat. Aktivni uhli dale stabilizuje pH a také ztmavenim
média navozuje pfirozené prostiedi, a tim podporuje rist kofenové $picky (Rizkova
2001).
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V neposledni fad€¢ se do média ptidava agar, ztuZovaci agens. Tato latka je
pfirodni polysacharid s vysokou gelujici schopnosti, ktery se vyrabi z motskych fas
(Gelidium Gracilaria a Acanthopeltis). Agar se méni v tekutinu pii teplotach nad
45°C a pii ochlazeni zase tuhne (Rizkova 2001). Toho se vyuziva pfi piipravé média,
kdy se vSechny komponenty zahteji na teplotu pod 100°C, aby se vSe rozpustilo, a
poté se neché vzniklé médium ochladit. Teplota nesmi pfesdhnout 100°C, aby nebyly
posSkozeny vodikové mustky v molekulach polysacharidi. Aby médium ztuhlo,

reguluje se pH, které se pohybuje okolo 6 — 7.

1.11Vegetativni rozmnoZovani

vvvvv

podminkach ex situ se uplatiuji rizné druhy mnoZeni (Sekerka et al. 2006).
Vseobecné se vyuziva déleni zasobnich organt, vétSinou rozdélenim dospélé rostliny
(Dusek a Kristek 1986). Dalsi metodou je meristémové mnozeni explantatl v in vitro
podminkdéch, které pracuje na principu preparace délivého pletiva vzrostného vrcholu
(apikalni meristém) a jeho dalsi péstovani v umélych podminkéach na zivném médiu.
Touto metodou vznikne velké mnozstvi novych dcefinych rostlin, které jsou

identické s matetskou rostlinou — klon (Prochazka 1980b).

U terestrickych druhli s hlizami vytvari vétSina pouze jednu novou hlizu
(vyjimka napt. u Dactylorhiza iberca), ktera nahrazuje starou. Rozmnozovani se
provadi v dobé kvétu, kdy poskodime rostouci hlizu, a ta pro svou zachranu vytvoii
jednu ¢i vice ndhradnich hliz. U druhd, které vytvati listovou rizici pies zimu se
odd¢luje zbytek rostliny od staré hlizy. Na staré hlize vznikne n¢kolik rostlinek a u
zbytku oddélené rostliny doroste nova hliza a vykvete. Oddenkové orchideje se
mnozi nejsnaze — pomoci déleni. Oddélend ¢ast musi mit dostatek zasobnich latek

pro regeneraci a zakotfenéni (Sekerka et al. 2006, Obdrzalek et al. 2010).

U epifytickych orchideji rozhoduje o snadnosti vegetativniho mnozZeni jejich
vétveni stonku. U sympodidln€ rostoucich druhii (Miltonia) se provadi, podobné jako
u terestrickych orchideji, délenim trst dospélych jedinci ¢i rozdélenim dlouhych

pahliz (Dendrobium). U monopodialné¢ rostoucich druhd, pokud netvoii bocni
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rostliny, je mnozeni az nemozné. Nékteré druhy (Phalaenopsis) dokazi vytvofit

novou rostlinu na koncich kvétnich stonkii (Dusek a Kristek 1986).

1.12Pievod do ex vitro podminek

Pfenos do béznych kultivatnich podminek, kdy rostliny rostou
v zahradnickém substratu v nesterilnim prostfedi, mize ptredstavovat velky problém.
Jedinci rostouci v podminkach in vitro jsou ptizpisobeni na odlisné faktory nez
rostliny v podminkach ex vivo. Nachazeji se v podminkach s dostatkem snadno
dostupnych zivin, bez ptritomnosti patogent a s vysokou relativni vlhkosti. Nema;ji

dostate¢né¢ vyvinutou listovou kutikulu, ktera by regulovala vydej vody.

V prvni fadé€ pii prevodu do ex vitro je zapotiebi pomalé navyknuti mladé
rostliny na zménu relativni vzdu$né vlhkosti (tzv. aklimatizace), kdy vyuzivame
riznych polozavienych nadob, které vytvareji a udrzuji mikroklima s dosti vysokou
vzdusnou vlhkosti. Dalsi nebezpeci se skryva v intenzivnim slune¢nim zafeni, které
by mohlo poskodit az usmrtit mladé semenacky bez vytvorené dostatecné tlusté

kutikuly (McKendrick 2000).

Doporucuje se prevadét do podminek ex vitro pouze rostliny, které maji dobte

vytvotenou kofenovou &ast a vice zelenych listd (Rizkova 2001).
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2 Material a metodika

2.1 Princip aseptické kultury

Aseptické kultury in vitro probihaji v kontrolovanych podminkach, které
zajistuji vhodné podminky pro kliceni a rist semen. Tyto podminky jsou urceny
stalou teplotou, ktera se pii pocatecnim kliceni a tvorbé protokormtl ve tme pohybuje
okolo 17°C. Pti dalsi kultivaci ve svételnych podminkach se udrzuje pii +23°C.
Vzdusnd vlhkost se pohybuje okolo 95 — 100%, ktera je zajiSténa uzavienim

kultivaénich lahvi vickem.

Dalsi dualezita soucast je sterilni prostfedi bez patogennich organismda, které
se zajiStuje dostatecnou dezinfekci vSech ndstroju, kultivacnich lahvi a semen,
vcetné vzduchu vhanéného do flow-boxu. Vybér vhodného kultivaéniho média je

dalsi podminkou pro uspéch aseptickych kultivaci.

Pro sestaveni metodiky byly pouZzity zkuSenosti Mgr. Bohumila Vondruse
(stni sdéleni), RNDr. Hany Vejsadové, CSc (Ustni sd€leni) a literdrnich pramentl,
které jsou dale citovany. Pokusy byly provadény na dvou odlisnych pracovistich. Na
prvnim pracovisti (v Prithonicich) byly poskytnuty stabilni podminky, které byly
technicky regulovany pomoci termostatli, spinaci svétla a dalSich zatizeni. Na druhé
pracovisti (v Homolich) byly rostliny péstovany v béznych provoznich podminkéch.
V kultivacni mistnosti byla teplota regulovdna pouze castecné s vykyvy o £2°C a

délka fotoperiody byla 18 hodin.

2.2 Rostlinny materidal

V pokusech byla pouzita semena druht Bletilla striata, Cephalus longifolia,
Cypripedium calceolus, Cypripedium macranthos, Dactylorhiza incarnata ssp.
serotina, Dactylorhiza maculata ssp. maculata, Dactylorhiza praetermissa, Epipactis
atrorubens, Epipactis gigantea, Epipactis helleborine, Habenaria dentata,
Himantoglossum hircinum, Nigritela nigra, Spiranthes autumnolis a Spiranthes

odorata.
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Druhy Cypripedium calceolus, Dactylorhiza incarnata ssp. serotina,
Dactylorhiza maculata ssp. maculata a Dactylorhiza praetermissa jsou ohrozeny a
spadaji pod ochranu Cerného a ¢erveného seznamu cévnatych rostlin (Prochézka et
al. 2001). Stejné jako vSechny druhy z ¢eledi Orchidaceae jsou 1 zkoumané druhy

rostlin chranéné mezinarodni umluvou CITES.

Semena druhti Dactylorhiza incarnata ssp. serotina, Dactylorhiza maculata
ssp. maculata, Cypripedium calceolus byla od sbéru z lokalit do dal§i manipulace
skladovana v mrazicim boxu dle metody Vejsadové a Malé¢ (1996), kdy se zrala
semena suSila v Petriho misce na vrstvé s bezvodnym CaCl, po dobu 2 tydnt pfi
teplot¢ 4 — 5°C. Poté byla premisténa do ampuli a uchovéna v hermeticky
uzavienych nadobach se silikagelem pfti teplot¢ — 20°C. Pied pouzitim se semena
premistila z mraziciho boxu do teploty 5°C. Ostatni semena byla ziskana z indext

semen botanickou zahradou v Tabofe. Semena byla sebrana v roce, kdy byla pouzita.

2.3 Houbové izolaty

V pokusech ¢. III byly pouzity houbové izolaty rodu Rhizoctonia odebrané
z druh Dactylorhiza incarnata a D. majalis, které byly kultivovany v Cistych

kulturdch v Mykorhizni laboratoti PfF MU v Brn¢ (pfiloha 2).

2.4 Piiprava Zivného média

Ptipravovand média pro asymbioticky a symbioticky vysev byla upravena
podle Rasmussenové (Rasmussen et al. 1990), Vejsadové (2006) a podle J. van Weas
(modf. VS) (piiloha 3 - 6). Zasobni roztoky pro jednotliva média se smisily s
vitaminy, ristovymi regulatory a ostatnimi potfebnymi latkami v Erlenmayerové
baiice potiebné velikosti. Dale se upravovalo pH podle potfeby pomoci roztoku

jednomolarniho KOH nebo roztoku jednomolarniho H,SOg.

Po potfebném rozmichéni a tpraveé pH se zivna média umistila do vodni lazné
pfii teploté tésn¢ pod 100°C a nechala se zde po dobu zhruba 60 minut, béhem niz se

rozpustil agar spolu se zbylymi nerozpusténymi komponenty a vytvofil se roztok,
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ktery po vychladnuti ztuhnul v gel. Nasledujici den byla média sterilizovana v
autoklavu pfi teploté 120°C po dobu 20 minut, kdy byly zni¢eny vSechny nezadouci

mikroorganismy.
2.4.1 Metody zalozZeni vysevi

Pti vSech vysevech na média byly postupy vesmes stejné. Byla provedena
dezinfekce pomoci injekéni stiikacky s jehlou ve flow-boxu. Nejprve byla semena
smocCena v 70% ethanolu po dobu 2 — 3 minut, poté vlozena do 7,2% roztoku
chlorového véapna s pfidavkem 3 kapek smacedla Tween 80 a protfepavana po
ur¢itou dobu (pfiloha 8) do odbarveni semen na slonovinové bilou barvu, kdy se
odbouravaji inhibi¢ni latky branici propustnosti minerdlnich latek pies testu semen.
Po dosazeni pozadované barvy byla semena tfikrat proplachovanav destilované vod¢
po dobu 20 minut. Pokud nenastalo pozadované zbarveni do 30 minut, provadéla se
vymeéna roztoku, kdy se aplikoval roztok ethanolu po dobu 1 minuty a poté doslo k
opétnému vlozeni semen do injek¢ni stiikacky s roztokem chlorového vapna. Po
poslednim proplachnuti se nechalo ur¢it¢ mnozstvi destilované vody v injekéni
stiikacce, aby se 1épe manipulovalo se semeny. Po vytvofeni protokormtl se zacala

vyhodnocovat jednotliva stadia kliceni (ptiloha 7).

U symbiotického vysevu se nejprve piipravil houbovy izoldt o ptiblizné
velikosti 1 mm®. Poté byl izolat umistén do nadoby a na druhou stranu média semena
pokusnych druhti orchideji, aby bylo poskytnuto co nejvice casu pro nabobtnani. Pti

asymbiotickych vysevech byl vzorek semen rovnomérné rozmistén na plochu media.

Manipulace v laboratofi pani RNDr. Hany Vejsadové, CSc se provadéla
pomoci bakteriologické klicky, kterd pti nabirani semen vytvofila ,,blanu* z vody pro
snazsi sbér semen, poté byla semena rozprostiena rovnomérné do zkumavky se
Sikmou plochou agaru. Tato Sikmost umoznila kladeni semen na vétsi plochu.
Vsechny provedené vysevy byly umistény ve tmé pii teploté¢ 17°C v termostatu a po
vytvofeni stadia protokormu premistény do kultivaéni mistnosti pfi stfidani svétla a

tmy po 12 hodinach v 22°C.

V laboratofi pana Mgr. Bohumila Vondruse se ponechalo malé mnozstvi
destilované vody se semeny ve sterilni injek¢ni stiikacce a poté pomoci jedné az

dvou kapek smési se rozmistila semena po povrchu media ve 100ml infuznich
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lahvich srovnou plochou. Pokusné lahve se semeny byly ulozeny v mistnosti
v uloznych boxech ve tmé pfi teploté £23°C a po vytvoreni protokorml umistény na
svétlo, které se stfidalo s temnostni periodu v intervalu 18/6 hodin pii stejné teploté

jako pii kliceni.

2.5 PouZité programy

V diplomové praci byl pouzit program Statistica 9.0 (Statsoft, USA) pro
statistické vyhodnoceni namétenych hodnot u vSech pokust. Byla vyuzita metoda
jednoduchd ANOVA. Voné dostupny program tpsDIG vyvinuty profesorem F.
Jamesem Rohlfem (life.bio.sunysb.edu/morph/) byl pouzivan pii méfeni délky a

Sitky listd v pokuse €.
2.6 Pokusy

2.6.1 Pokus ¢. | - Viiv pridavku peptonu na kli¢ivost u

vybranych druhu orchideji

Semena vySe uvedenych druhti byla v Gplné zralosti. Byly pouzity 2 varianty
média, které se liSily obsahem peptonu. Médium bez peptonu bylo oznaceno jako

L1P a médium s peptonem L1P/A (pfiloha 3 a 4).

V Prtihonicich byla ode dne 11.8. 2010 zkouméana semena druha
Dactylorhiza incarnata ssp. a serotina Dactylorhiza maculata ssp. maculata
(ptiloha 1). Kazd4 varianta obsahovala 22 opakovani. Jedno opakovani m¢lo 1
zkumavku, do které se umistilo pfiblizn¢ padesat semen. V Homolich byla dne 13.8.
2010 wvyseta semene druhlt Cephalus longifolia, Dactylorhiza praetermissa,
Epipactis atrorubens, Epipactis gigantea, Epipactis helleborine, Himantoglossum
hircinum, Nigritela nigra a Spiranthes autumnalis v péti opakovanich po jedné

infuzni lahvi s pfiblizn¢ padesat semeny.
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2.6.2 Pokus ¢. Il — Viiv ruznych druhu médii na klicivost

orchideji

V tomto pokusu byl sledovan vliv rtizného obsahu zivnych latek na klic¢ivost
orchideji. Byly vytvofeny dva druhy vysevného média, které se lisily raznym
slozenim mikroelementii a odliSnym ptidavkem sacharida. V médiu L1P byla pouzita
sachardza, glukoza a nepiidaly se zde mikroelementy. V médiu van Weas (modf. VS)
byly aplikovany tfi druhy sachariddi (sachardza, glukéza a maltéza) a nekolik
mikroelementt (ptfiloha 6). Pokus zacal 23.1. 2010 v Homolich, kdy byla vysévana
semena Bletilla striata, Cypridedium calceolus, Dactylorhiza praetermissa,

Habenarie dentata a Spiranthes odorata, po péti opakovanich od obou druhli média.

2.6.3 Pokus ¢. lll — Vliv raznych druhd mykorhiznich hub na

klicivost semen

Byl srovnan vliv vybranych druht mykorhiznich hub na kli¢ivost a rast
semen. Bylo vytvofeno vysevni médium oznacené OV, do kterého byly piidany
ovesné vlocky (ptiloha 5). Na vSechny druhy orchideji byly aplikovany 3 varianty
vysevu. V prvni variant& byl pouZit cca 1 mm?® velky izolat Rhizoctonia sp odebrany
z kotenti Dactylorhiza incarnata, v druhé cca 1 mm® velky izolat Rhizoctonia sp
odebrany z kotenti Dactylorhiza majalis, a tfeti varianta byla kombinace obou
izolata.

Od 20.10. 2010 v Prahonicich byla zkoumana semena Cypripedium
calceolus, Dactylorhiza incarnata ssp serotina a Dactylorhiza maculata ssp.
maculata. Kazda varianta se sklddala z 22 opakovani, které mélo piiblizné¢ padesat
semen v jedné zkumavce. V Homolich dne 29.10 2010 byla vyuZita semena
Cypripedium calceolus a Cypripedium macranthos, kazda varianta se skladala z péti

opakovani po padesati semenech v jedné infuzni lahvi.

2.6.4 Pokus ¢. IV - Viiv zelezitych soli na klicivost a rist

Cypripedium calceolus

V pokusu se srovnaval piijem zelezitych soli v odlisné formé. Vytvoftily se

dva druhy médii s odliSnym minerdlnim zdkladem. V jednom byl pouzit roztok
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chloridu zelezitého (oznaceni 4MC) a v druhém roztok dusi¢nanu zelezitého (ptiloha

3a6).

Pokus byl provadén v Prithonicich od 9.2. 2011. Byla pouzita semena druhu
Cypripedium calceolus v Gplné zralosti. Kazda varianta se skladala z 22 opakovani

po padesati semenech v jedné zkumavce.

2.6.5 Pokus ¢é. V — Vliv druhu substratu na rust semenacu pri

prenosu do ex vitro podminek

Pokus ¢. V byl zapocat dne 2.8. 2011. V pokusu byly pouzity 3 varianty
substratu, u kterych byl zkouman jejich vliv na rtst a vyvoj rostlin ex vitro:

1. varianta - smés na orchideje Lukscheiter (ptiloha 11),

2. varianta - smés na orchideje Lukscheiter a Akadama v pom¢éru 1:1,

3. varianta — smé&s lavového pisku a Akadama v poméru 2:1.

Tyto varianty byly umistény do skleniku v plastovych kvétinacich o velikosti
6 x 6cm pii teploté¢ 25°C. Semendce byly vyjmuty pinzetou z infuznich lahvi,
dikladné ocistény ve vodovodni vodé od zbytkii média a pfemistény do nesterilnich

podminek ex vitro.

Pokus byl provadén v Homolich, kde byly pfesazovany semenace pochazejici
z vysevlu Bletilla striata, Dactylorhiza praetermissa a Spiranthes odorata. Bylo
pouzito 60 semendct, které byly po dvaceti mésicich vyjmuty z kultivac¢nich lahvi a

rozdéleny po deseti rostlinach v kazdé variant¢.
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3 Vysledky

3.1 Pokus ¢ I — Vliv piidavku peptonu na kli¢ivost orchideji

V obr. 6 je srovnan pocet vyklicenych semen druhu Dactylorhiza incarnata
ssp. serotina (sbér — srpen 1998) v jednotlivych stadiich kli¢eni, kde 1ze rozpoznat
pozitivngjsi efekt média bez peptonu (znaceni L1P) s vétSim mnozstvim aktivnich
semen. V pfiloze § je porovnan vliv médii na jednotliva stadia kli¢eni pii prubézném

sledovani.

HmL1P

it ;_ ] TH “ WLIPA

1

pocet semen (%)

stadium kliceni
Obr. 6: Pramérné hodnoty poctu vyklicenych semen druhu Dactylorhiza incarnata ssp. serotina (sbér

— srpen 1998)v rizném stadiu kliceni u zkoumanych médii. Chybové tsecky znazornuji 95% interval

spolehlivosti. L1P — médium bez peptonu, L1PA — médium s peptonem.

V pokusu byl zjistén prikazny rozdil v kli¢ivosti semen mezi studovanymi
médii (tab. 1). OvSem z pozorovani klicivosti bylo vétsi pro médium bez peptonu
(L1P) nez pro médium s peptonem (L1PA). Z té€chto vysledkt vyplyva, Ze pozitivni

vliv peptonu v pokusu nebyl prokazan.
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Tab. 1: Wilksv test vyznamnosti pro stanoveni vlivu peptonu na
incarnata ssp. serotina (sbér — srpen 1998).

kli¢ivost u druhu Dactylorhiza

Efekt Hodnota F Efekt Chyba p
Abs. ¢len 0.380153 12.39197 5 38 0.000000
varianta 0.745841 2.58984 5 38 0.041246

U druhu Dactylorhiza incarnata ssp. serotina (sbér — zati 2004) nebyl zjistén

prukazny vliv vybranych médii pro jednotliva stadia kli¢eni (obr. 7) (tab. 2)
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Obr. 7: Primérné hodnoty v jednotlivych stadiich klicivosti semen druhu Dactylorhiza incarnata ssp.

serotina (sbér — zafi 2004) u zkoumanych médii. Chybové usecky znazoriuji 95% interval

spolehlivosti. L1P — médium bez peptonu, L1PA — médium s peptonem.

Tab. 2: Wilksv test vyznamnosti pro stanoveni vlivu peptonu na kli¢ivost u druhu Dactylorhiza
incarnata ssp. serotina (sbér — zaii 2004).

Efokt Hodnota F Efekt Chyba p
Abs. ¢len 0,449928 9,291590 5 38 0,000008
varianta 0,928277 0,587207 5 38 0,709632

Pti srovnani celkového poctu vyklicenych semen u druhu Dactylorhiza

maculata ssp. maculata ve vSech stadiich lze vidét, Ze na médiu s ptidavkem peptonu




vykli¢il vetsi pocet semen (obr. 8). Tento rozdil mezi médii vSak nebyl statisticky

prikazny (tab. 3).
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Obr. 8: Primérné hodnoty vykli¢enych semen u zkoumanych médii u druhu Dactylorhiza maculata

ssp. maculata. Chybové usecky znazoriuji 95% interval spolehlivosti. L1P — médium bez peptonu,

L1PA — médium s peptonem.

Tab. 3: Wilkslv test vyznamnosti pro stanoveni vlivu peptonu na kli¢ivost u druhu Dactylorhiza
maculata ssp. maculata.

Efekt Hodnota F Efekt Chyba p
Abs. ¢len 0.242470 7.498124 12 0.002102
varianta 0.877761 0.334228 12 0.882602

Druhy Cephalus longifolia, Dactylorhiza praetermissa, Epipactis atrorubens,

Epipactis gigantea, Epipactis helleborine, Himantoglossum hircinum, Nigritela

nigra a Spiranthes autumnalis béhem doby pokusu (29.10. 2010 — 7.12. 2012)

nevyklicily ani na jednom médiu.
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3.2 Pokus ¢ II — Viiv riznych druhit médii na klicivost

orchideji

U druhu Habenaria dentata byl prokazan rozdilny vliv riznych
mikroelementt a odliSnych pfidavk sacharidii na kli¢ivost semen. V obr. 9 byl
srovnavan pocet vyklicenych semen v jednotlivych stadiich, kdy byl zjistén vétsi vliv
média van Weas (modf. VS). V ptiloze 9 je porovnavan vliv jednotlivych médii na
rizna stadia kli¢icich semen. Lze si vSimnout, Ze do 5. stddia také dorostlo vice

semen na médiu van Weas (modf. VS).
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Obr. 9: Primérné hodnoty vykli¢enych semen u zkoumanych médii u druhu Habenaria dentata.
Chybové useCky znazornuji 95% interval spolehlivosti. Modré sloupce — médium van Weas

(modf. VS&ervené sloupce — L1P médium.

Statistické vyhodnoceni prokazalo rozdilny vliv média van Weas (modf. Vs)

na kli¢ivost semen (tab. 4).

Tab. 4: Wilkstv test vyznamnosti pro stanoveni vlivu riznych médii na kli¢ivost u druhu Habenaria
dentata.

Efekt Hodnota F Efekt Chyba p
Abs. ¢len 0.019198 40.87134 5 4 0.001582
varianta 0.023661 33.01060 5 4 0.002392

40




U druhu Spiranthes odorata nebyl zjistén rozdil zkoumanych médii na

kli¢ivost semen (obr. 10) (tab. 5).
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Obr. 10: Pramérné hodnoty vykli¢enych semen u zkoumanych médii u druhu Spirantizes odorata.
Chybové useCky znazornuji 95% interval spolehlivosti. Modré sloupce — médium van Weas

(modf. VS), ervené sloupce — L1P médium.

Tab. 5: Wilksav test vyznamnosti pro stanoveni vlivu rdznych médii na klicivost u druhu Spiranthes
odorata.

Efekt SS Pocet volnosti MS F P
Abs. ¢len 2340.900 1 2340.9 8.496915 0.019441
varianta 0.100000 1 0.1000 0.000363 0.985266

U druhu Dactylorhiza praetesmissa bylo vétsi zastoupeni rostlin v 1. stadiu
na médiu L1P, ovSem na médiu van Weas bylo nalezeno vice rostlin v 5. Stadiu.
(obr. 11). Vliv riznych elementl a odlisnych ptidavkl sacharida na klicivost semen

nebyl statisticky prokazan (tab. 6).
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Obr. 11: Primérné hodnoty vykliCenych semen u zkoumanych médii u druhu Dactylorhiza

praetesmissa. Chybové usecky znazoriiuji 95% interval spolehlivosti. Modré sloupce — médium van

Weas (modf. VS), Eervené sloupce — L1P médium.

Tab. 6: Wilkstv test vyznamnosti pro stanoveni vlivu riznych médii na kli¢ivost u druhu

Dactylorhiza praetesmissa.

Efekt Hodnota F Efekt Chypa p
Abs. ¢len 0.439463 2.551007 6 0.151720
varianta 0.439463 2.551007 6 0.151720

Semena druhu Bletilla striata do dne 21.1. 2012 stoprocentné¢ vyklicila a

dorostla do 5. stadia kliceni. Z tohoto diivodu byl vliv riznych elementi a odlisnych

pfidavkd sacharidii hodnocen z predeslého sledovéani ke dni 29.10. 2010. V obr. 12

1ze vidét pozitivni vliv média (L1P) na kli¢ivost semen, ktery nebyl ale statisticky

potvrzen (tab. 7).
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Obr. 12: Primérné hodnoty vyklicenych semen u zkoumanych médii u druhu Bletilla striata ke dni
29.10. 2010. Chybové usecky znazoriuji 95% interval spolehlivosti. Modré sloupce — médium van

Weas (modf. VS), éervené sloupce — L1P médium.

Tab. 7: Wilkstv test vyznamnosti pro stanoveni vlivu riznych médii na kli¢ivost u Bletilla striata ke
dni 29.10. 2012.

Efekt Hodnota F Efekt Chyba G
Abs. ¢len 0.280496 5.130222 3 6 0.042874
varianta 0.479387 2.171994 3 6 0.192381

U semen druhu Cypripedium calceolus nebyla prokazana zadna aktivita pfi
jednotlivych sledovéanich. Nebyl zde zjistén ani ndznak nabobtnani, proto nebyl tento

druh statisticky vyhodnocovan.

3.3 Pokus ¢ III — Viiv riuznych druhii mykorhiznich hub na

kli¢ivost semen

V pokusu byla sledovana symbiéza mykorhiznich hub se semeny orchide;ji,
kdy na pocatku pokusu semena nabobtnala a houbové izolaty pomalu prorastaly
zivné médium. Po 6. tydnu bylo zjiSténo, ze houby zacaly pulsobit jako negativni
element, ktery se stava spiSe invaznim mikroorganismem. Nabobtnal4d semena byla

pohlcena houbovymi hyfami a dal v rtistu pokracovaly pouze houby (tab. 13).
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druh houby

druh rostliny

doba pokusu

vysledek pokusu

Rhizoctonia sp.

V Priihonicich

(488.93) Cypripedium calceolus 20.10.2010 7adna reakce
Dactylorhiza incarnata ssp. serotina 21.10.2010 Zadna reakce
Dactylorhiza maculata ssp. maculata 22.10.2010 Zadna reakce
V Homolich
Cypripedium calceolus 29.10.2010 7adna reakce
Cypripedium macranthos 30.10.2010 Zadna reakce

Rhizoctonia sp. V Priihonicich

(486.93) Cypripedium calceolus 20.10.2010 Zadna reakce
Dactylorhiza incarnata ssp. serotina 21.10.2010 7adna reakce
Dactylorhiza maculata ssp. maculata 22.10.2010 7adna reakce
V Homolich
Cypripedium calceolus 29.10.2010 Zadna reakce
Cypripedium macranthos 30.10.2010 Zadna reakce

kombinace obouch V Priithonicich

hub Cypripedium calceolus 20.10.2010 7adna reakce
Dactylorhiza incarnata ssp. serotina 21.10.2010 Zadna reakce
Dactylorhiza maculata ssp. maculata 22.10.2010 Zadna reakce
V Homolich
Cypripedium calceolus 29.10.2010 Zadna reakce
Cypripedium macranthos 30.10.2010 7adna reakce

Tab. 13 Souhrn kombinaci pouzitych druhti terestrickych orchideji a mykorhiznich hub

3.4 Pokus ¢. 1V - Vliv Zelezitych soli na kli¢ivost a riist

Cypripedium calceolus

Pokusem ¢. IV byl sledovan vliv zelezitych soli na stimulaci semen druhu

Cypripedium calceolus. V obr. 14 je patrny pozitivni vliv media s dusi¢nanem

zelezitym (CM2). V priloze 10 jsou srovnany mnozstvi vykliCenych senem

v jednotlivych stadiich kliceni, kde 1ze vidét nepatrné rozdily ve vlivu Zelezitych soli.
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Obr. 14: Primérné hodnoty vykli¢enych semen u zkoumanych médii u druhu Cypripedium calceolus.
Chybové usecky znazoriuji 95% interval spolehlivosti. CM1 — médium obsahujici chlorid zelezity,
CM2 — médium s obsahem dusi¢nanu zelezitého.

Statisticky nebyl prokdzan rozdilny vliv chloridu Zelezit¢ho a dusi¢nanu

zelezitého na klicivost a rast semen (tab. 7).

Tab. 7: Wilkstv test vyznamnosti pro stanoveni vlivu zelezitych soli na kli¢ivost u druhu
Cypripedium calceolus.

Efekt Hodnota F Efekt Chyba p
Absl. ¢len 0,105268 82,87072 4 39 0,000000
varianta 0,928982 0,74536 4 39 0,567026

3.5 Pokus ¢. V — Vliv druhu substrdtu na riist semendcu pii

pienosu do ex vitro podminek

V pokusu byly zkoumany vlivy rtiznych substrat na tfech druzich orchideji.
Dactylorhiza pratermissa byla z pokusu nakonec vynata, nebot’ ptesla do klidového
stadia i ptes fakt, ze se udrzovaly stejné podminky jako pii kultute in vitro.

Dalsim zkoumanym druhem byla Spiranthes odorata. V obr. 15 jsou vidét
nepatrné rozdily v délce a Sifce listi a jejich poméru u meéfenych rostlin, kdy
pozitivni vliv na délku listh mél minerdlni substrat (MIN), kdezto na Sitku a pomér

Sitky a délky listu méla nejlepsi vliv kultivaéni smés pro orchideje znacky
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Lukscheiter (LUK). Statisticky test vSak rozdilny vliv riznych substratii neprokazal

(tab. 8).
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Obr. 15: Primérné hodnoty délky listt u druhu Spiranthes odorata na riznych substratech. Chybové
usecky znazornuji 95% interval spolehlivosti. D1 — délka 1. (nejstarsiho) listu, D2 — délka 2. listu, D3
— délka 3. listu, S1 — &itka 1. (nejstarsiho) listu, S2 — $itka 2. listu, S3 — §itka 3. listu, P1 — pomér $itky
a délky 1. listu, P2 — pomér sitky a délky 2. listu, P3 — pomér $itky a délky 3. listu, MIN — mineralni
substrat, LUK — komer¢ni substrat Lukscheiter, LUKA — komer¢ni substrat Lukscheiter a Akadama.

Tab. 8: Wilkstiv test vyznamnosti pro stanoveni vlivu rtuznych substrati na kli¢ivost u druhu

Spiranthes odorata.

Efekt Hodnota F Efekt Chyba p
Abs. ¢len 0,007257 547,1629 9 36 0,000000
druh substratu| 0,670070 0,886500 18 72 0,595706

U druhu Bletilla striata l1ze usuzovat ne maly pozitivni vliv substratu

Lukscheiter s Akadamou (LUKA) na délku listti a substrat Lukscheiter (LUK) na

Sitku a pomér Sitky a délky listu (obr. 16). Tento rozdil vSak nebyl potvrzen

statisticky (tab. 9).
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Obr. 16: Pramérné hodnoty délky listd u druhu Bletilla striata na riznych substratech. Chybové
usecky znazoriiuji 95% interval spolehlivosti. D1 — délka 1. (nejstarsiho) listu, D2 — délka 2. listu, D3
— délka 3. listu, S1 — §itka 1. (nejstarsiho) listu, S2 — $itka 2. listu, S3 — sitka 3. listu, P1 — pomér $itky
a délky 1. listu, P2 — pom¢ér $itky a délky 2. listu, P3 — pomér Sitky a délky 3. listu, MIN — mineralni
substrat, LUK — komer¢ni substrat Lukscheiter, LUKA — komer¢ni substrat Lukscheiter a Akadama.

Tab. 9: Wilksiv test vyznamnosti pro stanoveni vlivu riznych substrati na klicivost u druhu Bletilla
striata.

Efokt Hodnota F Efekt Chyba p
Abs. ¢len 0,000012 17322,49 5 1 0,005768
druh substratu| 0,000680 7,470000 10 2 0,123726

47



4 Diskuze

U explantatovych kultur zavisi ispéSnost nejen na stavu vybaveni, ve kterém
jsou pokusy provadény (flow-box, nastroje), ale 1 na dosavadnich zkuSenostech
¢lovéka s danou problematikou. U nékterych druhti orchideji se vyskytl jev, kdy
v jednom pokusu semena vykli¢ila a vjiném nebyla Zadna reakce (ptiloha 8).
Tullock (2005) zdiraznuje dualezitost vybéru spravné dozralé tobolky, kdy pfilis
zelena tobolka neobsahuje zralda semena. DalS§im z diivod, pro¢ semena nevyklicila,
mohla byt divodem Spatné zvolena délka dezinfekce semen, kdy bud nebyly
odstranény inhibicni latky v testé, nebo délka dezinfekce byla natolik dlouha, Ze bylo
semeno poskozeno. Pfi dezinfekci semen lze v principu pouzit dva rozdilné postupy,
které se lisi az v konecné fazi, kdy semena méni barvu z tmavé na svétlou. Jedna
skupina autort pouziva pii dezinfekci presné danou dobu pro urcité¢ druhy orchideji,
které byly jiz n€kde publikovany (Illyes et al. 2005, Zettler a Hofer 1998, Ponert et
al. 2011). Jini autofi dobu dezinfekce, potfebnou pro zménu barvy, nepokladaji za
dalezity fakt a tidi se zkuSenosti, Ze pfeména barvy semena na slonové bilou je
idealni (Vejsadova 2006, Rizkova 2001). Podle mého nazoru je nutné dbat na stupeti
zralosti semen a tim i upravit samotnou dobu dezinfekce. Metoda pouzitd v této praci
respektuje doporuceni druhé skupiny, tj. doba aplikace dezinfekce se fidila zménou

barvy semene.

Na kli¢ivost semen ma vliv nejenom zp§sob dezinfekce, ale 1 slozeni
pouzitého zivného média. V experimentech byly vyuzity dosavadni zkuSenosti mych
Skolitelt. Byla pouzita vyvazena zivnd média, kterd byla uzpisobena pro dané

pokusy (pfiloha 3 - 6).

Ptredevsim bylo nutné vénovat pozornost formé dodavani dusiku. Je znamo,
ze rostliny snaze vyuzivaji organické formy mineralnich latek nez anorganické (Kyte
a Kleyn 2010). Kli¢ici semena orchideji nejsou schopna pfijimat anorganicky dusik,
coz miiZe souviset s nutnou symbiézou s mykorhiznimi houbami. Casto se pridava
do zivnych médii dusik organicky (extrakt z kvasnic, pepton) (Latalova 2000). Nasib
et al. (2008) zkoumal rtizné mnozstvi peptonu na stimulaci rastu, kdy nejlepsi ucinek
méla koncentrace 0,5 g/l. Stimulaéni efekt peptonu (0,5g/1) byl prokazan na kliceni a
rust u druhu Dactylorhiza majalis a D. incarnata (Wotavova a Vejsadova 2001).

Rasmussen (1995) zminuje vliv peptonu na kli¢eni u druhu Dactylorhiza incarnata a
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D. maculata. Stoutamire (1964) pouzil 2g peptonu/l u terestrickych orchideji
z Ameriky, ktery mél kladny vliv na rdst a vyvoj semen. Liddell (1953) prokazal

zlepsSeni kliceni u druhtt rodu Cypripedium pfti ptidani peptonu do média.

V pokusu €. I byl sledovan vliv peptonu na kli¢eni semen vybranych druhii
orchideji. Pozitivni efekt peptonu (0,5g/1) nebyl prokazan u zadnych zkoumanych
druhit orchideji (Dactylorhiza incarnata ssp. serotina (sbér — srpen 1998),
Dactylorhiza incarnata ssp. serotina (sbér — zéati 2004) a Dactylorhiza maculata ssp.
maculata). Vliv peptonu nemusel byt prokdzan z divodu toho, ze efekt nebyl
statisticky potvrzen pfi provedeném poctu opakovani. Pro dalsi experimenty bych

doporucil vytvoreni vét§iho poctu opakovani pro koncentraci 0,5 g peptonu/Il.

V dalsim pokusu byl sledovan vliv rGznych mikroelementli a odlisSnych
pridavkl sacharidt na kli¢ivost semen orchideji. V pracich Tokuhara a Mii (2003) a
Sopalun et al. (2010) bylo zjiSténo, Ze maltéza pomahd rlstu protokormi bez
kalusového bujeni, kdezto glukéza podporuje kalusové mnozeni, ale nepodporuje
rust protokormti. U druhu Cattleya irianei byl proveden pokus s riznymi ptidavky
sacharidii, kdy nejlépe kli¢ila semena v zivném roztoku s maltézou (Arditti 1967).
Rasmussen (1995) uvadi vétsi efekt kombinace sachardzy a maltézy nez sachardzy a

gluko6zy u druhti rodu Bletilla.

U druhu Habenaria dentata bylo statisticky prokazano, ze zivné médium
s pfidavkem glukézy, sachardzy, maltozy a smési neesencialnich aminokyselin
(Sigma M7145) mélo pozitivni vliv na kli¢ivost ve srovnani s médiem, které
obsahovalo pouze glukézu a sacharézu. Piidavek maltézy v médiu van Weas (modf.
VS) stimuloval vyvoj protokormii druhu Dactylorhiza praetesmissa, které vyrostly
do 5. Stadia. Naproti tomu médium L1P s gluk6zou podporovalo kli¢ivost semen
(obr. 6). U Bletilla striara, Cypripedium calceolus, Dactylorhiza praetesmissa a
Spiranthes odorata nebyl potvrzen vliv mikroelementl a piiddvanych sacharidii na
kliceni semen. Tento fakt mohl byt zpisoben malym poctem opakovani. Také je
mozné, ze pridavné latky nemély na zkoumané druhy orchideji vliv.

Mnoho védeckych praci bylo zaméfeno na problematiku symbiotického
kliceni, kdy byla snaha o zlepSeni uspéSnosti kliceni a rGstu ohroZenych druht
orchideji. V pokusu byl pouzit podobny postup jako v praci Chou a Chang (2004) s

zivnym roztokem obsahujicim ovesné vlocky. Toto medium bylo Sikmo umisténo do
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zkumavek, aby se zvétSila vysevni plocha. V pokusu byl pouzit houbovy izolat
s velikosti 1 mm’, ktery mé&l pozitivni efekt i v praci Chou a Chang (2004). Tomito a
Konno (1998) provadeli podobny pokus na deviti terestrickych orchidejich, kdy
pouzili houbové izolaty o velikosti 5 mm”. Dalsi metodou je vysev na Petriho misku,
kdy byl umistén houbovy izolat doprostied média a okolo semena pokusného druhu
(Bonnardeaux et al. 2007, Shimura et al. 2009, Liyang et al., Peterson et al. 1997,
Muir 1898). Jinou vysevnou technikou bylo pouziti nepfimého vysevu, kdy byla
semena vyseta na filtracni papir, ktery se poté umistil na kultivaéni médium a az poté
se pridal blok houbového mycelia (Zettler et al. 2001, Wilkinson et al. 1989).
V pokusu €. IIT byl zkouman vliv mykorhiznich druhd hub u druhit Cypripedium
calceolus, Dactylorhiza maculata a Dactylorhiza incarnata (v Prihonicich) a
Cypripedium calceolus a Cypripedium macranthos (v Homolich), kdy nedoslo
k vykliceni semen ani jednoho pozorovaného druhu. Kotilinek (2010) uvadi
problematiku interakce mykorhiznich hub se semeny, kdy mohlo nastat parazitovéani

houby na semeni a nésledujici zni¢eni semen ¢i odmitnuti houby semenem.

V pokusu €. IV byl sledovan vliv zelezitych soli na klic¢ivost semen u druhu
Cypripedium calceolus. Niemann (2007) srovnaval efekty riznych druhii Zivnych
roztokl a zjistil, Ze médium obsahujici chlorid zelezity plsobi negativné na riist
orchideji do faze, kdy rostlina vytvari dalsi (tfeti) kofen. V provedeni experimentu
jsem se mél vice informovat o nedostatku materidlu ke srovnani pokusu s ostatnimi
pracemi. Dalsi fakt je i to, ze kdyby se vytvofil vétsi rozsah moznych kombinaci

zelezitych soli, mohly byt vysledky prokazatelngjsi.

Tento pokus byl proveden i pies fakt, ze ob& pouzité¢ zelezité soli po
rozpuiténi disociuji na tntyZ kation Fe’*. Pokus mohl byt dale komplikovan rizikem,
7e ionty Fe’™ mohly reagovat s H,PO, za vzniku slougeniny Fe(H,PO,); (Marschner
1995). Domnival jsem se, Ze se potvrdi teorie, Ze pii zvySeném pijmu NO’ se
rekuduje pfijem Fe proto, ze pii pfeméné nitratd vznikaji OH’, které zvysSuji pH
bunécnych $tav a to potlacoval piijem zeleza (Dusek a Kristek 1986, Novak 1990,

www.agrokrom.cz).

V poslednim pokusu byly zkoumény vlivy odliSnych substrati pii prevodu
rostlin do prostiedi ex vitro. Piechod rostlin z in vitro podminek do ex vitro je velice
naro¢ny proces. Na rostliny ptisobi mnoho stresujicich abio- a biotickych faktorii
(Hazarika 2003). PospiSilova et al. (1999) doporucuje postupnou aklimatizaci rostlin,
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aby se snizoval rozdil relativni vzdu$né vlhkosti a zabranilo se tim velkému
vysychani a fotoinhibici. Nebyl nalezen zadny védecky ¢lanek, ktery by se zabyval
efektem lavového pisku a Akadamy. Patrny je pouze rozdil v lepsSim udrzeni vlhkosti
a zivin Akadamou nez lavovym piskem. Akadama je paleny jil, a proto neobsahuje
z4dné nezadouci organismy (www.bonsai-dnes.cz). Prodejni substrat pro orchideje
znacky Lukscheiter byl zvolen proto, ze se dlouhodobé osvédcuje Mgr. Vondrusovi,
ktery pouziva vyhradné tento substrat pii prevodech rostlin do podminek ex vitro. U
druhu Dactylorhiza pratermissa nebyl hodnocen vliv substrati, protoze zapocalo
zimni klidové stadium, i ptes fakt, ze druh byl péstovan ve stejnych podminkach jako
pii kultute in vitro. U rostliny druhu Bletilla striata a Spiranthes odorata nebyl

prokézan odlisny efekt substrati na jejich rtst.
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5 Zavér

V diplomové praci jsem se zabyval generativnim mnozenim druhti Bletilla
striata, Cephalus longifolia, Cypripedium calceolus, Cypripedium macranthos,
Dactylorhiza incarnata ssp. serotina, Dactylorhiza maculata ssp. maculata,
Dactylorhiza praetermissa, Epipactis atrorubens, Epipactis gigantea, Epipactis
helleborine, Habenaria dentata, Himantoglossum hircinum, Nigritela nigra,
Spiranthes autumnolis a Spiranthes odorata. Aseptické mnozZeni je jednou

z dalezitych moznosti ochrany ohrozenych druhti orchideji.

V pokusu €. I byl prokazan pozitivni efekt peptonu na klic¢ivost a jednotliva
stadia u druhu Dactylorhiza incarnata ssp. serotina (sbér — srpen 1998). U ostatnich
druhtt (Cephalus longifolia, Dactylorhiza incarnata ssp. serotina (sbér — zaii 2004),
Dactylorhiza maculata ssp. maculata, Dactylorhiza praetermissa, Epipactis
atrorubens, Epipactis gigantea, Epipactis helleborine, Himantoglossum hircinum,
Nigritela nigra a Spiranthes autumnolis) nebyl tento efekt prokdzan. V prubéhu
pokusu nebyla zaznamenana zadna nekroza, hnédnuti ¢i odumirani pii kliceni a

vyvoji protokormdi.

Vpokusu ¢. II byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily vlivu
mikroelementl a sacharidi (sachar6za, gluk6za a maltéza) na kliivost a vyvoj
semen druhu Habenaria dentata. U Bletilla striata, Dactylorhiza praetermissa a
Spiranthes odorata nebyl vliv statisticky prokazan. Semena druhu Cypripedium
calceolus nejevila zadné znamky bobtndni a aktivity. Na zdkladé téchto vysledka
bych doporucil pouzit tuto smés mikroelementl a sacharidi pro dal§i experimenty

s druhem Habenaria dentata.

V pokusu €. III nebyl zjistén vliv riznych mykorhiznich druhti hub na semena
druhu Cypripedium calceolus, Cypripedium macranthos, Dactylorhiza incarnata ssp.
serotina a Dactylorhiza maculata ssp. maculata. U semen nebyla zjiSt€éna zadna
znamka aktivity. Pro dal$i experimenty doporucuji zvolit jinou metodiku vysevu,
ktera by zabranila mykorhiznim houbdm se stat invazivnim organismem nicicim

semena orchideji.

V pokusu €. IV byl zkoumman vliv riznych Zelezitych soli na kli¢ivost

semen orchideji. U druhu Cypripedium calceolus nebyl statisticky potvrzen rozdilny

52



vliv chloridu Zelezitého a dusi¢nanu zelezitého. Pro budouci experiment bych zvolil
vétsi mnozstvi riiznych zelezitych soli a rizné druhy orchideji s odliSnou naro¢nosti

na kultivaci.

V pokusu €. V byl sledovan efekt riznych substrati na rast a vyvoj orchideji
pii pfechodu do podminek ex vitro. Pro sledovani byly pouzity 20 mésicli staré
semenacky druhu Bletilla striata a Spiranthes odorata. Byly pouzity tfi druhy
substratli, u kterych se nepotvrdily rozdilny efekt na riist semendcka. Pii opakovani

vvvvvv

srovnavani nezZ mnou zvolené substraty.

I kdyz vysledky vétSiny mych pokust nebyly statisticky prikazné, piesto
zahrnuji dilezité informace pro uspésné vypéstovani vybranych druhii orchideji. Do
stadia piechodu podminek ex vitro byly plné vyvinuty rostliny druhu Bletilla striata,

Dactylorhiza praetarmissa a Spiranthes odorata.
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7 Piilohy

Ptiloha 1: Popis lokalit pouzitych druhti orchideji v Prithonicich.

Taxon lokalita Datum Stav ohroZeni
odbéru

Dactylorhiza maculata Ceskolipsko
(L.) SOO spp.
maculata

DM Popis mista: zraselinéla
(DM) louka Molinia caerula a Srpen 1998 Kriticky

rakos) o rozloze 200m?,
pod Konvalinkovym
vrskem, severné od kvoty
Byvaly hradek
Cypripedium calceolus | Soukromy zahradnim p. Podzim 2009 Kriticky
Stupka

Dactylorhiza ) Ceskolipsko

incarnata (L.) SOO »

spp serotina Zati 2004
1) U Méchova jezera
Dactylorhiza ) Ceskolipsko

incarnata (L.) SOO

Spp serotina SN

DIS Popis mista: zraselini louka Kriticky
(DIS) s ostficovymi bulty

s prevladajicim Srpen 1998

Menyanthes trifoliata u
borového lesa smérem
k silnici Ceska Lipa — Bé&la
p. bezdézem o rozloze 80

2
m




Ptiloha 2: Seznam pouzitych mykorhiznich izolatu.

CBSnr

488.93

Name

Rhizoctonia sp.

Isolated from

Dactylorhiza incarnata

Location Denmark, Zealand, Holmegaard

Isolated by Botanical Laboratory, University of Copenhagen, Denmark, D
Deposited by T.F. Andersen

Date of accession Sep 1993

Conds for growth MEA, OA

Preservation AG (6 mo),LN,LY,MO

Supply Active

CBSnr 486.93

Name Rhizoctonia sp.

Isolated from

Dactylorhiza majalis

Location Denmark, Zealand, Tryggevaelde

Isolated by Botanical Laboratory, University of Copenhagen, Denmark, D 93-
Deposited by T.F. Andersen

Date of accession Sep 1993

Conds for growth MEA, OA

Preservation LN,LY MO

Supply Active




Ptiloha 3: Popis zivného média L1P a jeho komponenty.

Zasobni roztoky

AV KH2 PO4

Mg SO4 .7 H20

KCl

BV CaCl2 .2H20

CV kys. Citronova

DIV (NH4)2 SO4

E1V

biotin
pyridoxin
thiamin
inositol

kys. Listova
niacinamid

Ca pantothenat

glukoza
sachar6za

aktivni uhli
casein hydrolyzat
yeast extrakt

Fytoagar

g/ 150 ml
16.20
18.45

11.25

2.9 ¢/100 ml
19.2 g/100 ml

13.2 g/100 ml

mg/ 100 ml
10
10
10
10
10
10

10

7,5 g/, pH 5,3

ml/ 250 ml ml/L

0.5

0.25

0.25

0.25

2.5

10

g/L
10

10

0.5

0.5



Ptiloha 4: Popis zivného média L1P/A a jeho komponenty.

Zasobni roztoky g/ 150 ml ml/ 250 ml ml/L
AV KH2 PO4 16.20 0.5 2
Mg SO4 .7 H20 18.45
KCl 11.25

BV CaCl2 .2H20 2.9 g/100 ml 0.25 1
CV kys. Citronova 19.2 g/100 ml 0.25 1
E1V mg/ 100 ml
biotin 10 2.5 10
pyridoxin 10
thiamin 10
inositol 10
kys. listova 10
niacinamid 10
Ca pantothenat 10

g/L
pepton (org. N) 0,5
glukoza 10
sachardza 10
aktivni uhli 1
casein hydrolyzat 0.5
yeast extrakt 0.5

Fytoagar 7,5 g/, pH 5,3



Ptiloha 5: Popis zivného média podle Malmgren (1996), upraveno podle H.

Vejsadové.

IMC MgSO, . 7 H,O
2MC KHPO4

3MC Ca3(PO4),
4MC FeCl3

5MC Fe (NO3)3. 9H,0
biotin

kyselina listové
inositol

thiamin

kyselina nikotinova
pyridoxin

glycin

aminokyseliny (SIGMA R 7131)

ananasovy dzus
aktivni uhli
sachar6za
glukoza

agar dansky

pH 5,6

4 ml/l
4 ml/l
4 ml/l
1 ml/1

1 ml/1

0,005 g/l
0,5 g/
100 mg/1
0,5 g/l
5¢1

0,5 g/

2 g/l

10 ml/1

20 ml/1
1 g/l

7,5 g/l
7,5 g/l

12 g/l



Piiloha 6: Popis Zivného média podle J. Van Weas (modf. VS).

Casein hydrolyseta
KH2PO4
MgS04 x 7 H20
FeSO4 x 7 H20
Na2 EDTA
CuS0O4 x 5 H20
CoCl2 x 6 H20
H3BO3
Na2MoO4 x H20
MnSO4 x 4 H20
ZnSO4 x 4 H20
Myo-inositol
1-glutamine
1-glycine

Niacin

Thiamine
Pyridoxine
Biotin

Kyselina listova
Sacharéza
Glukoza

Maltdsa

smés aminokyseli (Sigma M 7145)

500 mg/1
300 mg/1
100 mg/1
27,8 mg/l
37,2 mg/l
0,025 mg/l
0,025 mg/1
10 mg/1
0,25 mg/l
25 mg/l
10 mg/1
600 mg/1
100 mg/1
2 mg/l

5 mg/l
0,5 mg/1
0,5 mg/l1
0,05 mg/l
0,5 mg/1
10 g/l
5¢gl
5¢gl

1 ml/1



Ptiloha 7: Ristové stupné uzité pro hodnoceni kliceni a vyvoj vybranych

druhti orchideji v podminkéch in vitro (Zettler et al. 1998).

Vysvetlivky:
0 - nekli¢ici semeno,
1 - produkce rhizoidi (klic¢eni),
2 - protrzeni testy a zvétSovani embrya,
3 - objeveni promeristému, oznacené Sipkou,
4 - objeveni prvniho pravého listu (a),

5 - prodluZzovani pravého listu a formovani vétviciho se kofene, oznacené

Sipkou. métitko = 1 mm




Ptiloha 8: Ptehled pouzitych druhd orchideji pfi dezinfekci semen a jejich

doba dezinfekce.

pokus €. | druh orchideje délka dezinfekce (min)

I Bletilla striata 16
Cypripedium calceolus 113

Dactylorhiza praetermissa 37

Habenaria dentata 27

Spiranthes odorata 39

Dactylorhiza incarnata ssp. serotina (S1998) 54
Dactylorhiza incarnata ssp. serotina (2Z2004) 58
Dactylorhiza maculata ssp. maculata 35

1 Cephalus longifolia 71
Epipactis atrorubens 92

Epipactis gigantea 20

Epipactis helleborine 37

Himantoglossum hircinum 31

Nigritela nigra 47

Spiranthes autumnolis 28

/) Cypripedium calceolus 191
Cypripedium macranthos 152

Dactylorhiza incarnata 27

Dactylorhiza maculata 28

v Cypripedium calceolus (s. Morava) 54
Cypripedium calceolus (s. Cechy) 99
Cypripedium calceolus (p. Stupka) 178




Ptiloha 8: Priibéh kli¢eni u jednotlivych druhii orchideji v pokusu €. 1.
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Ptiloha 9: Priibéh kli¢eni u jednotlivych druhii orchideji v pokusu ¢. 111
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Ptiloha 10: Prab¢h kliceni u jednotlivych druhti orchideji v pokusu ¢. IV.
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Ptiloha 11: SloZeni pokusného substratu Lukscheiter.

Slozeni:
— Drcend piniova kira,
— Vléknity raselinik (Sphagnum),
— Hnojivo NPK se stopovymi prvky.
- vlhkost — max. 70%
- spalitelné latky — min. 80%
- pHS55-75
- Castice nad 20 mm — max. 15%

- elektrickd vodivost — max. 0,8 ms/cm (ve vodnim vyluhu v poméru 1:25)



Ptiloha 12: Kli¢ici semenacek ve 2. — 3. stupni asymbiotickém pokusu.




Ptiloha 13: Zkumavka slehce infikovanou mykorhizni houbou

v symbiotickém pokusu.




