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Abstrakt

Suché teplomilné lesy, xerotermni a subxerotermni travniky a kfovinaté strané hosti
celou fadu chranénych a ohrozenych druhii rostlin, pfiCemz jednim z typickych
druht je terestricka orchidej vstava¢ nachovy (Orchis purpurea Huds). Piredmétem
prace je zhodnoceni stavu populaci zminéného druhu na Sesti lokalitach v Ceské
republice a dale porovnani schopnosti kliivosti a zivotnosti jeho semen v in situ a ex
situ podminkach v zavislosti na lokalité, parametrech fitness zkoumanych jedinct
rostlin a zpusobu stratifikace. DalSim tématem byla uc¢innost kinetinu a aktivniho

uhli pfidavanych do média.

Vysledné hodnoty potvrzuji, ze zivotaschopnost a kli¢ivost semen zavisi na
konkrétni lokalité, kategorii parametri fitness rostlin a na pfidani kinetinu a
aktivniho uhli do média. Kli¢ivost semen se pohybovala v rozmezi od 0,49 % do 8,5
%. Prekvapujicim zjist€nim je, ze 1 malé vymirajici lokality mohou mit vysokou
klicivost semen a ze vétsi a chranéné lokality mohou mit klicivost semen pomérné
nizkou. Také, ze vysoka zivotaschopnost semen nemusi znamenat, ze semena budou
mit zaroven vysokou kli¢ivost semen. Rozdilné vysledky v zivotaschopnosti a
klicivosti semen v zavislosti na lokalit¢ mohou byt zplusobeny nepfiznivymi
historickymi udalostmi, napfiklad opakujicimi se popula¢nimi propady a obnovami,
které mohou siln€ ovlivnit genetickou diverzitu a prostorové genetickou strukturu
populaci, nebo vlivem inbredni deprese. Dal§im zji§ténim bylo, Ze rostliny
s prumérnymi parametry fitness maji pravdépodobné nejkvalitnéjsi semena, coz
muize byt zptuisobeno tim, ze drobnéjsi rostliny z xerotermnich stanovist rostoucich
v ekologickém optimu své realizované niky, mohou byt zvyhodnény, napiiklad diky
charakteru biotopti mohou dosahovat lepsiho opyleni. V ramci pfidruzeného pokusu
byla prokazana ucinnost pridani kinetinu spolu s aktivnim uhlim do média BM1 pro

podporu zivotaschopnosti semen a s velkou pravdépodobnosti i kli¢ivosti semen.

Zjisténé poznatky lze uplatnit pii cilen€j§i ochrané tohoto druhu, a to jak v praktické

uzemni ochrang, tak 1 v pfipadnych zachrannych programech in vitro.

Klicova slova: ex situ, in vitro, kli¢ivost semen, médium, ohrozené druhy,
Orchideacea, Orchis purpurea, parametry fitness rostlin, stratifikace semen,

terestrické orchideje, zivotaschopnost semen.



Abstract

Dry thermophilic forests, xerothermic and subxerothermic lawns, and shrubby slopes
host a variety of protected and endangered plant species, with one of the typical
species being the purple terrestrial orchid (Orchis purpurea Huds). The subject of the
thesis is to evaluate the state of populations of the mentioned species at six localities
in the Czech Republic and to compare the germination ability and viability of its
seeds in situ and ex situ conditions depending on the locality, fitness parameters of
the examined plants and the method of stratification. Another topic was the

effectiveness of kinetin and activated carbon added to the medium.

The resulting values confirm that the viability and germination of the seeds depend
on the specific location, the category of plant fitness parameters, and the addition of
kinetin and activated carbon to the medium. Germination of seeds ranged from 0.49
% to 8.5 %. A surprising finding is that even small extinction sites can have high
seed germination and, conversely, larger and protected sites can have relatively low
seed germination. In addition, the high viability of the seeds does not necessarily
mean that the seeds will have high seed germination at the same time. Depending on
the location, different results in seed viability and germination may be due to adverse
historical events, such as recurrent population declines and recoveries, which may
strongly affect the genetic diversity and spatial genetic structure of populations, or

due to inbred depression.

Furthermore, it was found that plants with average fitness parameters probably have
the highest quality of seeds. The reason may be that smaller plants from xerothermic
habitats growing in the ecological optimum of their realized niche may be
advantaged, for example, due to the character of the habitat they can achieve better
pollination. The effectiveness of adding kinetin together with activated carbon to the
BM1 medium to promote seed viability and most likely seed germination has been

demonstrated in an associated experiment.

The findings can be applied to more targeted protection of this species, both in

practical territorial protection and in possible In vitro rescue programs.



Keywords: Ex Situ, In vitro, seed germination, medium, endangered species,
Orchideacea, Orchis purpurea, plant fitness parameters, seed stratification,

terrestrial orchids, seed viability
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Obrazek 27: Graf popisujici klicivost semen (protokormy) v zavislosti na lokalité.
Sbér tobolek a vysev semen probihal v roce 2020. Oznaceni lokalit je zobrazeno
Ciselné: lokalita €. 1 (PR Milska stran), lokalita €. 2 (NPR Karlstejn), lokalita €. 3 (PP
Chotuc), lokalita &. 4 (NPR Ctvrtg), lokalita &. 5 (lokalita u obce Skali¢ka), lokalita ¢&.



6 (lokalita u mésta Kryry). Prikaznost rozdilt je vyznacena standardni pismenkovou
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Obrazek 30: Graf popisujici zivotaschopnost semen (zivotaschopna semena v¢.
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2 Uvod

Orchideaceae (vstavaCovité) je Celed suchozemskych, jednod€loznych a
krytosemennych rostlin. Tato Celed’ je jednou z nejvétSich Celedi semennych rostlin

Citajici okolo 27 000 druhd, spolu s Celedi Asteraceae (Stern, 2014).

Vétsina druht Celedi Orchideacea se vyskytuje v tropickych a subtropickych
oblastech Ameriky, Asie, Afriky a Australie, pficemz nejvétsi koncentrace vyskytu
druht orchideji jsou v americkych a asijskych tropech. V Evropé roste piiblizné 500

druht a v Ceské republice se miizeme pozorovat 70 druht a poddruhd (Prisa, 2005).

Tato &eled rostlin je jednou z nejohrozengjsich na svété, proto také v Ceské republice
jsou vSechny zde rostouci druhy orchideji soucasti umluvy o mezinarodnim obchodu
s ohroZzenymi druhy volné Zijicich zivocichti a plan€ rostoucich rostlin CITES a

Cerveného seznamu Ceské republiky.

Orchideje jsou pro védce stale jest¢ v mnoha ohledech velkou neznamou, a to jednak
protoze jsou stale popisovany nové druhy, které jesté nejsou detailné prozkoumany,
ale také predev§im pro slozity zivotni cyklus, kterymi se vyznacuji. Tyto rostliny
maji totiz zivotaohrozujici podminku, a to mykorhizni symbidzu, proto je velmi
obtizné orchideje péstovat v kultufe a vracet zpét na puvodni stanovisté (Jersakova a

Kindlmann, 2004).

Préace byla zameétena na zastupce rodu Orchis (vstavac), konkrétné Orchis puruprea
(vstavac nachovy), jehoz vyskyt je vazan jak na lesy, lesni lemy, lesostepni lady, ale
1 na xerotermni, subxerotermni travniky a kfovinaté porosty (Jersakova a Kindlmann,

2004, Stépankova, 2010).

Vyzkum byl provadén v PR Milska stran, kde se vyskytuje pravdépodobné
nejpodetn&jsi populace tohoto druhu v Ceské republice, ktera &ita az tisic kvetoucich
jedinca. Dalsi sledované lokality se nachazi v NPR Karlstejn, PP Chotuc, NPR
Ctvrtg, lokalita v blizkosti obce Skali¢ka a v blizkosti mésta Kryry. Jedna se tedy o
Sest lokalit v Cechach a kazda lokalita ma naprosto odli§né ekologické a stanovistni

podminky.
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Obrdzek 1: Rozkvétajici kvét Orchis purpurea na Milské strdni, ilustraéni obrdzek

3 Cile

Cilem této prace je zhodnoceni stavu populaci druhu Orchis purpurea na Sesti
lokalitach v Ceské republice a dale porovnani schopnosti kliGivosti a Zivotnosti
semen v in situ a ex situ podminkach v zavislosti na lokalit€, kategorii parametrt

fitness zkoumanych jedinct rostlin a zplisobu stratifikace semen.

Zjistovani schopnosti kliceni orchideji by nam také mohlo ujasnit, zda na vétSich a
chranénych lokalitach v porovnani s maloplosSnymi vymirajicimi lokalitami jsou
rostliny stale schopny vyprodukovat tobolky se zivotaschopnymi semeny, jelikoz je
pravdépodobné, ze budou trpét inbredni depresi. Proto by tyto zjisténé vysledky byly
velmi piinosné pro ochranu malych vymirajicich populaci.

Dal§im cilem této prace je prokazat uCinnost kinetinu (cytokinin) a aktivniho uhli
ptfidanych do média BM1 rostlin u sledovaného druhu na zivotaschopnost a kli¢ivosti
semen.

Zjisténé vysledky by mohly prispét k lepsimu poznani ekologickych narokli tohoto
druhu v Ceské republice. Dale je bude mozné uplatnit pfi planovani péce pro

podobné lokality, nebo ty které byly soucasti vyzkumu. Také by tyto vysledky mohly
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pomoci pii urceni optimalnich podminek vhodnych z hlediska rozsifeni a reprodukce
druhu. A v neposledni fadé mohou postupy pro in vitro a in situ vyseva daného
druhu poslouzit jako inspirace pro dalsi pfipadné pokusy a pfipadné zachranné

programy u daného druhu.

4 Literarni reSerse

4.1 Terestrické orchideje

Orchideje se rozdéluji dle adaptace na prostiedi ve kterém se vyskytuji na terestrické,

vvvvvvvv

(Nash, Croix, 2007).

V nasich evropskych podminkéch se jedna o terestrické orchideje, které se prevazné
vyskytuji v mirném pasu severni polokoule. Hlavnim znakem terestrickych orchideji
je, ze Cast roku v obdobi klidu ptezivaji zatazeny do kotfenovych hliz nebo oddenkt

(Jezek, 2003).

Terestrické orchideje jsou nesmirn€ rozmanité a pestré v mnoha ohledech, od
morfologie, pfes mechanismy opyleni, rozmnozovani, az po ekologii jednotlivych
druht. Nasledujici podkapitoly jsou proto zaméfeny na nékolik témat dalezitych pro

pochopeni problematiky a specifického zptsobu zivota orchideji.

4.1.1 RozmnozZovani

Druhy orchideji se rozmnozuji pohlavnim (generativnim) a nepohlavnim
(vegetativnim) zpusobem. V ramci pohlavniho rozmnozovani jsou orchideje
vyskytujici se v Ceské republice nejéastéji opylovany druhy hmyzu fadu blanokiidli
a motyli. Vétsina druht je opylovana vice druhy opylovaci, avsak nékteré druhy jsou
zavislé na konkrétnim druhu opylovace. Proto, kdyz se v takovém piipade prestane
konkrétni opylovac¢ na dané lokalité vyskytovat, dojde k tomu, Ze rostliny pfestanou
mit opylovany kvéty a nebudou se moci dale rozmnozovat (Jersakova a Kindlmann,
2004). Vuci tomuto ohrozeni se nékteré orchideje zaCaly adaptovat vyuzivanim
autogamie, zejména Vv téchto ztizenych podminkach. K autogamii dochézi jak

v otevienych kvétech, tak také v uzavienych (Prochéazka a Velisek 1983).

Orchideje mohou vabit opylovae né€kolika zpusoby, pomoci nektaru, pylu,

sexualnich atrap nebo vonnych latek. Orchideje, které vyuzivaji vonné latky, se ¢asto
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nazyvaji Salivé orchideje. Tyto orchideje pyl hmyzu nenabizi, jelikoz tvorba pylu
navic jako zdroj potravy je pro né velmi zatézujici, s ohledem na jejich reprodukci

(Priisa, 2005).

Neékteré druhy orchideji také lakaji opylovace sexudlnimi atrapami, coz znamena, ze
napodobuji rizné druhy samicek hmyzich opylovacu, rostlina tedy opylovace laka
piislibem sexualniho potéSeni (Prasa, 2005). O pfizpusobeni kvétd specifickym
druhtim opylovadt pojednava také Cacko (2013), ktery uvadi, e za dlouha tisicileti
vyvoje rostliny a hmyz zacaly spolupracovat a zacaly se vzajemné prizpusobovat.
Rostliny pro své rozmnozovaci organy vytvorily rizné atraktivni okvétni listky, aby
je hmyz snadnéji spatfil. Napfiklad druhy rodu Ophrys napodobujici svym télem

razné druhy ¢lenovci.

Obrdzek 2: Cetonia aurata s pfilepenou brylkou na tykadle, sedici na Orchis pallens,
foto: Miroslav Broum

Samotné opyleni, pfimo u vstavacl, probiha nasledovné. Kvét s pyskem, ktery je
vybaven trubkovitou ostruhou ukryva brylky (samostatny reprodukcni organ slozené
z pestika a tyCinek). Tyto brylky se terCikem pfilepi na kofen sosaku nebo hlavu
opylovace v podobé dvou tr¢icich ruzku, kterymi jsou dale prenaseny jako jeden

celek z jednoho kvétu na kvét (Dykyjova, 2003), viz obrazek €. 2.
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Opylené kvéty se nasledné¢ vyvinou do tobolek, které v sobé obsahuji mnoho
miniaturnich semen bez zasobnich latek, které se proto velmi dobfe prenasi pomoci
vétru i na velké vzdalenosti. Pocet semen u nasSich druh@i orchideji v jedné zralé

tobolce se pohybuje v fadech tisict kusa (Prasa, 2005), viz tabulka €. 1.

Orchideje ke svému rozmnozovani vyuzivaji také vegetativni zpusob. Vegetativni
rozmnozovani je typické pro druhy mirného a studeného pasma a v oblastech
s dlouhotrvajicim obdobim sucha. Jelikoz v nepfiznivém ro¢nim obdobi piezivaji
pomoci vytrvalych podzemnich organt (hliz, oddenkd, kofent) z nichz se obnovuji
nadzemni lodyhy. Pomoci téchto organt se orchideje rozmnozuji, coz podmifiuje

v rozsahu pivodniho stanoviste Sifeni jedinct ve skupinach (Dykyjova, 2003).

4.1.2 Orchidejova mykorhizni symbioza

Jednim z zivotné dilezitych faktorti orchideji je mykotrofni symbidza. Symbidza
mezi houbou a orchideji je vyznamna jak pti vyméneé latek a vyvoji hliz, tak také pfi
vlastnim kliceni, kdy semena rostlin, bez této symbidzy v ptirozenych podminkach
nemohou vyklicit (Dykyjova, 2003; Prochazka, 1980). O neschopnosti vykli¢eni
orchideji bez mykorhizy pojednavaji také Prochazka a Velisek (1983), ktefi uvadi, ze
semena orchideji zacnou klic¢it ve vhodnych podminkach vzdy, ale po zapoceti
vyvojovych procesi musi dojit k houbové infekci a vzniku mykorhizy.
V heterotrofni fazi podzemniho vyvoje je mykorhiza jedinym prostfedkem, kterym

muze vstavaCovita rostlina ziskavat potifebné zasobni nebo stavebni latky.

Proces vymeény latek mezi orchideji a houbou neni zdaleka detailné prozkoumaén.
Avsak je jiz znamo, ze houba rostlin€ zajistuje fosfor, organické latky, dusik a vodu.
Rostlina na oplatku poskytuje houbam cast uhlikatych latek, také mize produkovat

exsudaty, které mohou pfiznivé ovlivnit rist houby (Prisa, 2005).

Avsak u nékterych orchideji se nejednd o klasickou symbidzu, ale o postupny
prechod k parazitismu. Houbové vlakno nejprve pronikne do kli¢iciho semene a
zacne ho vyzivovat pfisunem cukrl a snad i vitamini a hormonalnich latek. Houbova
vlakna se nasledné presunou do korent rostliny. Houby v kofenech vytvareji
klubicka, ktera jsou postupné orchidejovymi pletivy stravovany (pomoci obranych
latek, které rostlina vyrabi fotosyntézou (Dykyjova, 2003) a nekteré orchideje timto

zpusobem houbu nasledné usmrti (Jezek, 2012).
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4.1.3 Semena a jejich klicivost
Klic¢eni semen je kliCovou udalosti v zivote rostliny a je vysoce regulovano faktory
prostiedi. U suchozemskych orchideji predstavuje klieni limitujici krok pro

péstovani rostlin ze semen (Duli¢ a kol., 2019).

Orchideje se vyznacuji tim, ze maji velice mala semena, v fadu desetin milimetra a
v jedné tobolce se muze vyskytovat az nékolik tisic semen (Prasa, 2005). Konkrétni
rozméry semen dosahuji rozmezi 0,07-0,40 mm na délku a 0,11-1,97 mm na Sitku
(Rasmussen, 1995). Konkrétni ukazka rozméri semen a pocty semen v jedné tobolce

u n€kolika druha terestrickych orchideji jsou zobrazeny v tabulce ¢. 1 a 2.

Tabulka 1: Pocet semen v rostliné vs. v tobolce vybranych orchideji, zkrdcend a upravend tabulka dle Arditti a
Ghani (2000)

Terestrické orchideje
Druh Pocet semen v Reference
tobolce

Orchis maculata 6200 Darwin, 1904; Lenz a
Wimber, 1959

Orchis morio > 40000 Tournay, 1960

Platanthera 25000 Tournay, 1960

chlorantha

Rhizanthella 20-50 George a Cooke,

gardenri 1981

Stanhopea >1 000 000 Malguth, 1901 citing
F. Cohn a E. Pfitzer
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Tabulka 2: Rozméry a objem semen vybranych orchideji, zkrdcend a upravend tabulka dle Arditti a Ghani, (2000)

Rozméry

Semena Embryo
Druh Délka Sitka Objem Délka Sitka Objem
orchideje | (mm) (mm) (mm3) (mm) (mm) (mm?3)
Orchis 0,46+0,06 | 0,18+0,05 | 4,17+2,7 0,20,02 0,14+0,02 | 1,11
coriophora
Orchis 0,39+0,13 | 0,18+0,03 | 6,43+3,98 | 0,210,1 0,14+0,01 | 1,64
mascula
Orchis 0,56+0,16 | 0,18+0,05 | 5,7+4,52 0,180,04 | 0,12+0,03 | 1,35+0,13
morio
Orchis 0,38+0,04 | 0,15+0,07 | 2,65+1,69 | 0,150,03 | 0,09+0,03 | 0,78+0,34
purpurea
Orchis 0,52+0,01 | 0,13+0,05 | 2,9+1,5 0,140,03 |0,11+0,01 | 1,72
saccata
Orchis 0,15+0,08 | 015+0,08 | 4,2 0,16 0,03 | 0,11+0,03 | 1,55
simia

Semena jsou §ifena pfevazné anemochorné€, a to proto, ze jsou semena drobna a
lehka, jelikoZz maji mezi embryem a osemenim vyplnény prostor vzduchem (Arditti,

Ghani, 2000). Semena byvaji Sifena také zoochorné (Jersakova a Kindlmann 2004).

Doba od vykliceni semen do prvniho kveteni rostliny se u nasich druhd udava
pfiblizné v rozmezi 5-15 let (Prasa, 2005). Klicici embryo se nejprve vyviji v tzv.
protokorm, poté co se vyvine prvni vegetativni organ se z protokormu stava
mykorhizom. Tvar protokormu je rozdilny v zavislosti na druhu orchideje (napft.
protokormy rodu Dactylorhiza maji charakteristicky konicky tvar, rody Ophrys a
Orchis jsou soumérné kuzelovité). Ve stadiu protokormu a néasledné¢ mykorhizomu se

jednotlivé druhy orchideje vyviji rozdilné dlouhou dobu (Rasmussen, 1995).

Pii kazdé snaze o zachovani nebo obnovu populace je potieba znat faktory, které
omezuji produkci osiva a kli¢ivost semen, jelikoz je nezbytné urcit pozadavky na
klicivost semen na dané lokalité, a aby bylo mozné piijimat informovana rozhodnuti
o pristupech k ochrané a obnové stanovist. To plati, pokud se populace orchideji
spoléha pouze na prirozeny rust sazenic, stejné€ tak pii pokusech o vysazovani semen,

uméle vypéstovanych rostlin nebo sazenic. Informace o pozadavcich na kliceni
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semen jsou tedy zasadni z hlediska pokroku v ochrané orchideji a obnové stanovist

(Rasmussen, a kol. 2015).

Faktory které pusobi na kliCivost semen, je jiz vySe popisovana nutnost mykotrofie,
kdy se navic druhy orchideji zdaji byt vétSinou v pomeérné specifické symbioze s
uzkou monofyletickou skupinou hub. Dal§imi faktory jsou abiotické a biotické
faktory. Abiotické faktory, jako je teplota a vlhkost substratu jsou sezonni podnéty,
které mohou uvolnit dormanci semen anebo zvysit kli¢ivost semen (Batty a kol.,
2001). Proto abiotické faktory mohou ovliviiovat zdroje orchideji, hub a uhliku
odlisn€, coz znacné prispiva ke slozitosti definovani podminek, které napoméahaji

kliceni (Rasmussen a kol. 2015).

Vlivem vlhkosti substratu u orchideji se zabyval napiiklad Diez (2007), ktery se ve
své praci zabyval hierarchickymi vzorci kliceni symbiotickych orchideji s vazbou na
blizkost dospélych jedinct a environmentalni gradienty. Jeho vysledna data ukazala
u druhu Goodyera pubescens silny vzorec klesajici pravdépodobnosti symbiotického
kliceni do 1 m od dospélych rostlin a zvysenou klicivost na mistech s vyssi vlhkosti

pudy, organickym obsahem a niz§im pH.

Rasmussen, a kol. (2015) dale uvadi, ze je velmi pravdépodobné, ze ucinky vlhkosti
substratu prospivaji preziti a riistu mycelia. Usp&$ny riist mycelia by mohl zvysovat

kapacitu pfijmu vody pii nasavani semen a sazenic (Yoder a kol., 2000).

Vliv zmény teplot a srazek tedy maji také dopad na rist sazenic orchideji, pfimo na
semena nebo sazenice a nepfimo na dostupnost hub a zdroje uhliku. Vliv teploty
souvisi napfiklad s biologickym ucinekem inhibice svétla ktery by mohla spocivat v
zajisténi toho, ze pred vykliCenim ma semeno dostatek Casu na zapusténi do
substratu, aby uniklo vysychani a ziskalo tepelnou stabilitu vhodnou pro mladé

semenacky (Rasmussena a kol. 2015).

Na klicivost semen, rast mykotrofnich hub a jejich zdroj uhliku maji vliv také vnéjsi
biotické faktory, a to jak pozitivni, tak 1 negativni (Rasmussen, a kol. 2015). Témito
faktory jsou naptiklad antagonisté semen, jako jsou predatofi a paraziti (McCormick
a kol., 2013). Také antagonisté mykobiontt jako jsou konkurenti pro stejny uhlikovy
cyklus, parazité hub nebo houbafi, nebo také nesymbiontni mikroorganismy, které se

prolinaji s dormanci semen (Barsberg a kol., 2013).
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Komplexni faktory ovliviiujici kliceni semen a rist semenackil jsou zobrazeny na

Orchideje ‘1

ové zdroje S

Obrdzek 3: Komplexni faktory ovlivriujici kliceni semen a rist semendckd, obrdzek upraven
dle Rasmussen a kol., (2015)

obrazku ¢. 3.

E=3
&
-

Houby

4.1.4 Stanovistni a svételné naroky
Pro zivot orchideji je typicka adaptace jednotlivych druhti na rizné typy biotopa.

Prasa (2005) rozdéluje stanovisté vyskytu orchideji nasledovne:

e Vysokohorské louky, horské pastviny a hole

e Suché louky nebo kfovinaté formace v pahorkatinach na alkalickych pidach a
lesostepi

e Vlhkeé louky, podhari

e Stinné louky a baziny, fi¢nich luhy a pramenisté v nizinach a pahorkatinach

e Vrchovisté a pfechodova stanoviste

e Horsky jehlicnaty les

e Ragelinny jehli¢naty les

e Véapencové buciny, stfedné vlhké az suché bukové lesy bez kfovinného para

e Suché bory a borové lesostepi na vapennych piskovcich



Podrobngjsi rozdéleni typt stanovist s vyskytem orchideji v Ceské republice dle
Katalogu biotopti Ceské republiky, Chytry a kol. (2001) je mozné najit v knize

Zasady péce o orchidejova stanovisté (2004).
Orchideje se podle svételnych narokt daji rozdé€lit na dvé kategorie:

A) heliofilni a heliosciofilni. Heliofilni druhy nesnasejici zastinéni, spadaji sem
druhy luk, pastvin a pramenist. B) heliosciofilni, tyto druhy snéseji jak plné slunecni
zateni, tak také CasteCné zastinéni, které se vétSinou vyskytuji v blizkosti ke nebo

ve svétlych rozvolnénych lesich (Jersdkova a Kindlmann, 2004).

4.1.5 Ohrozeni
Celed Orchideacea je jednou z nejohrozendjsich &eledi na svétd je proto velmi
dulezité se touto velmi neobvykle rozmanitou, malo probadanou a inspirativni Celedi

zabyvat pro podporteni jejiho zachovani.

V rozsahlém vyzkumu o vymirani orchideji v Ceské republice za poslednich 150 let
v riznych dvacetiletych &asovych intervalech Stipkova a Kindlmann (2021) zjistili,
Ze naprosta vetSina orchideji zmizela z mnoha jejich historickych lokalit ve vsech
analyzovanych casovych intervalech. Pocet lokalit vhodnych pro ceské orchideje

poklesl v zavislosti na druhu o 8-92 %.

Duvody, pro¢ jsou orchideje zatim malo probadanou celedi, a skyta je velké
ohrozeni, jsou pohlavni rozmnozovani vazané na specifické vymirajici druhy
opylovaca a neobvykly zpusob mykotrofni vyzivy v nenaruSenych pfirodnich
pudach. Avsak hlavnim divodem ubytku populaci je lidska devastace prirodni
krajiny (Dykyjova, 2003).

Dutvody ubytku populaci orchideji zptisobené lidskou devastaci prirozenych biotopd,

které se nejvice podileji na ohrozeni této Celedi, popsal Prasa (2005):

e Piima destrukce a zanik existujicich stanovist’: vystavba, znecCisténi, premeéna

luk a pastvin na ornou pudu apod.
e Zmena kvality existujicich stanovist’:

— eutrofizace pudy (nadmémé hnojeni prispiva k pfemnoZzeni

vysokostébelnych trav, které vytlacuji vstavacovité druhy)
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— zména obhospodatrovani

— sukcese (zarustani lokalit dfevinami a agresivnimi bylinami)

— odvodnovani mokiadi a podmacenych stanovist’ (meliorace)

— pouzivani pesticidu

— vytlaCovani druhti orchideji zpusobené invazivnimi neptvodnimi
druhy rostlin

e Piimé vykopavani nebo sbér rostlin

Pribuzenské kiizeni orchideji je jeden z dalSich faktorti ohrozeni jejich druhd. Reed a
Frankham (2003) ve své védecké praci uvadi, ze pribuzenské kfizeni zpusobuje
ztratu genetické diverzity a snizuje reprodukcni zpusobilost. Vysledné korelace
vyzkumu fitness rostlin v kombinaci s velikosti populaci ohrozenych druhd
naznacuji, ze mnoho populaci ma snizenou zdatnost v dusledku inbredni deprese, ale

1 genetického driftu.

V posledni dobé se také otevira otazka, zda za ohrozenim vyskytu druhd orchideji
nemuze byt také zaroven klimaticka zména. Jacquemyn a kol. (2009) ve svém
vyzkumu zji§toval, zda ménici se klima ovliviiuje zivotaschopnost velkych populaci
v porovnani s malymi populacemi druhti Orchis purpurea a Neottia ovata po dobu
péti let. Produkce ploda ve velkych populacich vykazovala mnohem vyssi stabilitu,
nez u malych populaci a byla méné ovlivnéna extrémnimi povétrnostnimi

podminkami.

Tématem dopadu klimatickych zmén na orchideje se také zabyvala ve své védecké
praci Traxmandlova a kol. (2015) ktera uvadi, ze dopady klimatickych zmén jsou
zpusobeny piedev§im pfisnymi pozadavky na podminky prostiedi. Orchideje
potiebuji vhodné pudni podminky a specifické mykorhizni houby pro kliceni i
vhodna stanovisté. Mnoho orchideji je také zavislych na specifickych opylovacich a
zména klimatu pro né také predstavuje velkou hrozbu. Proto je tfeba zachovat

rostlinna spoleCenstva, v nichz orchideje Zziji.
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4.1.6 Ochrana

V Ceské republice jsou orchideje chranény zakonem 114/199 Sb., resp. vyhlaskou &.
395/1992 Sb., kde se nachazi seznam zvlasté chranénych rostlin a jsou rozdéleny na
ohrozené, siln¢€ ohrozené a kriticky ohrozené. V tomto seznamu vSak nejsou uvedeny
vSechny druhy ohrozenych orchideji. Také jsou orchideje chranény, jak jiz bylo
zminéno v ivodu, Whasingtonskou imluvou o mezinarodnim obchodu ohrozenymi
druhy volné Zzijicich zivoCichli a plané rostoucich rostlin, ktera chrani orchideje

v ramci celé Celedi (Prasa, 2005).

Pro zachranu téchto vymirajicich populaci je potfeba pochopit populac¢ni dynamiku
orchideji, a znat alespon zakladni udaje o jejich zivotnich strategiich (Jersakova a
Kindlmann, 2004). Proto je dulezité znat konkrétni ekologické naroky jednotlivych
druht. Poté je teprve mozno zasahovat tim, ze budou vytvareny vhodné stanovistni

podminky pro jejich vyvoj a setrvani na lokalité.

K ochrané orchidejovych stanovist je nutné pfipravit a zrealizovat cely soubor
opatfeni, ktery se zkracené nazyva management, jehoz ukolem je udrzeni kvality
stanovisté tak, aby se populace orchideji nesnizovala a pfinejlep§im se zvySovala.
Takovy management se musi pfizpusobit rozdilnym druhGm rostlin a biotopt (Prusa,

2005).

Vysledné plany péce véetné konkrétniho managementu pro chranéna tzemi mohou
proto pomoci pfi jejich zachovani a udrzeni biologické rozmanitosti. Jak se zmitiuje
Prochazka (1980), ze samotna absence vhodného managementu ma velky vliv na

vyskyt nékterych druht.

Organizaci a realizaci managementu orchidejovych stanovist v Ceské republice
zajistuji narodni parky, Sprava ochrany piirody, AOPK CR, krajské ufady, zajmova
organizace Orchidea klub a program Orchideje Ceského svazu ochranct piirody.

Management orchidejovych lokalit by meél byt pravidelny, mela by byt sledovana
populacni dynamika monitoringem nebo analyzou, coz znamend, ze bude populace

kazdorocné sledovana, a v pripadé poklesu populace bude vyhodnoceno, co takovy

jev zpusobilo a management upraven (Jersakova a Kindlmann, 2004).
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4.1.6.1 Péstovani orchideji
Orchideje lze umeéle péstovat generativnim rozmnozovanim, vegetativnim

rozmnozovanim nebo klonovanim (Nash, Croix, 2007). V ptfipadé zajmu této prace
bude nasledné popisovan generativni zptisob. Konkrétn€ moznosti rastu v in situ a ex

situ podminkach (obrazek €. 4).

Obrdzek 4: Presazeni druhu Spiranthes spiralis z podminek in vitro

4.1.6.1.1 Vysevy orchideji v podminkach ex situ
Péstovani orchideji v umélych podminkach je velmi komplikované, zejména kvuli

potiebé orchideji byt v symbioze s houbami. V roce 1954 se jako prvni pokusil
pestovat H. Burgeff terestrické orchideje na umélych sterilovanych substratech
pomoci izolované symbiotické houby a nasledné presazoval semenacky do kvétinacu
s vhodnym substratem infikovanym symbiotickou houbou. Postupem ¢asu dovedl u
20 druhti nasich orchideji vypracovat kvétinaCovou metodu. Avsak poté, kdyz byly
namnozené rostliny vysazené do volného terénu, tak rostliny postupné vyhynuly.
Uspéchy se dostavily s pokusem presazovani semenack u druhu Orchis mascula,
které byly presazovany ve velkych balech a nésledn€ byla rozrypana a obnazena
ptda kolem rostlin, coz mélo pfiznivy vliv pro nalety semen a vyvoj semenackt

(Dykyjova, 2003).
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Nasledny vyvoj metody ex situ se zacal uspéSné vyvijet priblizné pred tficeti lety,
predevsim pro ucely zjisténi kliCivosti semen a vyvoje semenackl, vyzkumy se
zabyvali napf. (Rasmussen a Whigham, 1993; Zelmer a kol., 1996). Jedna se o tzv.
balikové metody, kdy jsou semena orchideji uzaviena v sitoviné s pudou. Sitovina
by méla byt dostateCné husta, aby udrzela sucha semena, ale umoznila pruchod
houbové hyfy a vody (Rasmussen a kol., 2015). Pfi této metodé vyvoj kliceni rostlin

ovliviiuji také vySe popsané abiotické a biotické faktory.

Nasledné¢ naptiklad Jacquemyn a kol., (2007) provadél vramci vyzkumu
experimentalni zkoumani kli¢ivosti semen u druhu Orchis purpurea na dvou
lokalitach v Belgii. Na kliCeni semen a usazovani sazenic byly sestaveny balicky
semen s pouzitim upravené¢ho navrhu od Rasmussen a Whigham (1993). Ptiblizné
150 semen bylo umisténo do Ctvercové sité fytoplanktonu, uzaviené v drzaku na
sklicko Polaroid, které byly umistény té€sné pod vrstvu ornice na zkoumanych
lokalitach a ponechany v zemi 2,5 roku. Vysledky ukazaly, ze rychlost kliceni semen
se mezi jednotlivymi lokalitami liSila. Na jedné ze dvou lokalit nevykli¢ili zadné
protokormy, coz si autofi vysvétlovali neschopnosti semen vyklicit, v dusledku

nevhodnych abiotickych podminek nebo absenci vhodnych hub.

4.1.6.1.2 Vysevy orchideji v podminkach in vitro
V soucasné dobé se spiSe péstuji terestrické orchideje ze semen na médiich bez

symbiotické houby, jelikoz tyto houby nelze bez komplikaci kultivovat spolecné
s vysevy semen, a proto se pouzivaji aseptické vysevy in vitro. Tato metoda je
zalozena na piipravé médii (zivnych puad), které v sobé musi obsahovat predevs§im
mineralni prvky, cukry, hormonalni latky a vitaminové latky a v neposledni fadé¢ agar
(zelatina z mofskych fas), aby médium ztuhlo. Po smichani vSech latek jsou média
sterilizovana vysokou teplotou a vsSechny dal$i manipulace jako je napriklad
rozlévani médii, dezinfekce semen a samotny vysev musi probihat v aseptickych

podminkach pomoci laboratorni techniky (Jezek, 2012).

Asymbiotické kliCeni semen tedy poskytuje prilezitost studovat vliv raznych faktora
na klieni semen a vyvoj semenackl, bez mykorhizniho vlivu. Aby vsak byla tato
technika ucinna, je nutné posoudit fadu faktord, které kli¢ivost bez mykorhizy pfimo

¢i neptimo ovliviuji. Slozeni kultivaéniho média, podminky prostedi, zralost a
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sterilizacni protokoly maji silny vliv na asymbiotické in vitro kliceni, stejné jako na
vyvoji semenacku (Vejsadova, 2006).
Prestoze je biologie kliceni semen orchideji v podstaté stejnd pro vSechny druhy a

spoCiva v bobtnani embryi a tvorbé protokormu, je nutné vytvofit optimalizovany

protokol pro kazdy druh s ohledem na jeho specifické potieby zivin a prostiedi

(Duli¢ a kol, 2019).

Obrdzek 5: Rostliny druhu Spiranthes spiralis péstované v podminkdch in vitro

Uspé&sny in vitro vysev semen terestrickych druht orchideji (viz. obrazek & 5.) je
v porovnani s tropickymi druhy obtizn¢jsi. Jednim z hlavnich davoda vedle
orchideoidni mykorhizy je pfirozenda dormance semen v chladném obdobi. Tato
adaptace v prirozenych podminkach brani jejich vyklieni semen v nepfiznivych
podminkach, a tim zvySuje miru UspéSnosti rustu orchideji v priznivéjsich
podminkach (Lauzer a kol., 2007).

Dormance semen umoziiuje synchronizaci kli¢eni semen do spravného obdobi, nebo
tvorbu semenné banky. Aby mohlo dojit ke kliCeni semen, musi byt nejprve
dormance prerusena. Preruseni dormance spousti rizné faktory, které jsou casto
druhové specifické. NejCastejsi takové faktory jsou vysoké teploty, kombinace

vysokych teplot a vlhkosti, nebo sezrani zvitetem (Baskin, Baskin, 2001).

Z tohoto duvodu se pied samotnym vysevem semen pii vysevech in vitro pouzivaji

metody slouzici k preruseni mechanismti dormance semen (stratifikace), a to pomoci
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uchovani semen ve tmé, v nizkych teplotach, pisobenim chemickych latek, které
narusi membranu semen (povrchova sterilizace nebo skarifikace semen), nebo
kombinaci téchto metod, coz vede k uspesnému kliceni semen a v nejlepsim pripadé
mohou zvysit procento kli¢ivosti semen. Toto zvySeni muze byt napiiklad zptisobeno
snizenim hladiny kyseliny abscisové, nebo zvySenim hladiny cytokinind, které
kliceni semen stimuluji (Rasmussen, 1995). Semena se poté vysévaji na pripravené
médium plné latek a zivin, které by pfirozené ziskala diky mykorrhizni symbioze,
¢imz se simuluje tento pfirozeny proces.

Ze vSech faktord prostfedi je pro zajisténi uspéSného klieni zvlasté dualezité
osvétleni. Cetné studie zkoumaly vliv osvétleni na klieni semen, véetné jeho
individualniho vlivu, a prokazuji dulezitost osvétleni a jeho roli v asymbiotickém
kliceni a vyvoji semenacka (Stewart a Kane, 2006; Chen a kol., 2015)). Duli¢ a kol.,
(2019) wuvadi, ze kli¢eni suchozemskych orchideji je obecné povazovano za
podporujici tmu, av§ak vysledky jejich studie ukazaly, ze u druhu Spiranthes spiralis
mély svételné podminky (16 hodin svétlo, 8 hodin tma) pozitivni vliv na vyvoj
embrya, rychlejsi vyvoj protokormi, na vyssi procento tvorby vyhonku a rhizoida a
tvorbu prvniho a druhého listu (Duli¢ a kol., 2019). Ponert a kol. (2011) také
uspésné péstoval mnoho druht stfedoevropskych orchideji, zejména druht roda
Ophrys a Dactylorhiza, pti svételnych podminkéach 16 hodin svétlo a 8 hodin tma.
Dalsim dulezitym faktorem ovliviiujici uspésné kliceni u vyseva in vitro je teplota.
Malmgren a Nystrom na svych webovych strankach (www.lidaforsgarden.com)
uvadi, ze orchideje mirného pasma lépe rostou pii nizSich teplotach nez jejich
tropické piibuzné, a ze spravné teplotni zmény mohou byt u nékterych druht
pfinejmensim stejné dilezité jako slozeni kultivacniho média. Také Ponert a kol,
(2011) uvadi, ze je velmi nutné respektovat u vysevu orchideji in vitro fenologické
cykly rostlin a tomu pfizpusobit podminky péstovani, zejména teplotu. V této studii u
druhtt rodu Ophrys a Dactylorhiza pracoval s niz§imi teplotami, jelikoz z prvnich
pokusti pozoroval pii vysSich teplotach, konkrétné 25 °C rychly uhyn rostlin.
Vsechny rostliny nasledné rostly dobie pti 17 °C, ale pti 23 °C.
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4.1.6.1.2.1 Média pro vysevy semen terestrickych orchideji
Americky botanik Lewis Knudson vroce 1922 jako prvni uspéSné predstavil

techniku in vitro asymbiotického vysevu pro kterou vytvoril médium Knudson B
slozeného z zivnych roztoka doplnénych o 1 % (w/v) sacharozy. Toto médium pouzil
pro vysevy nékolika epifytickych druhti orchideji, u kterych bylo tspésné jak
samotné kliceni rostlin, tak i nasledny vyvoj. V roce 1946 Knudson predstavil dalsi

meédium znamé jako Knudson C.

V souCasnosti se pouziva velké mnozstvi druhi médii pro in vitro vysevy
terestrickych orchideji napfiklad z hojn€ vyuzivané jiz vySe zminéné Knudsonovo C
médium (Knudson, 1946), dale Malmgrenovo médium pro orchideje (Malmgren,
1996) a jeho ruzné modifikace, BM médium (Waes a Debergh, 1986) a jeho
modifikace (napt. BM1, BM2) a mnoho dalSich.

Podle Znaniecké a Lojkowské (2004) zadné kultivacni médium neni univerzalné
pouzitelné pro vSechny druhy orchideji. Proto musi byt ziviny upraveny tak, aby

vyhovovaly jedinecnym pozadavkim kazdého druhu.

Ponert a kol. (2011) ve svém vyzkumu vysevi metodou in vitro pouzil 4 rizna média
predevsim u druht rodu Dactylorhiza a Ophrys, ale 1 jinych rodt naptiklad Orchis,
Anacamptis a Neotinea. Jejich presné slozeni je uvedeno v tabulce €. 3. V této studii
vétsina testovanych druhti orchideji dobfe rostly na vSech Ctyfech raznych médiich.
Naprtiklad druhy Dactylorhiza incarnata agg. a Dactylorhiza masculata s 80%
uspeSnosti kliceni byly péstovany na médiu Y-2 se stratifikaci 2-5 min. 70%
ethanolem a sterilizaci 5% Ca(OCI)2 po dobu 6 minut, nebo druh Ophrys insectifera
s 85% tuspésnosti kli¢eni, ktery byl péstovan jak na médiu %-2, tak i na médiu Mo2
se stratifikaci 2-5 min. 70% ethanolem a sterilizace 5% Ca(OCI), po dobu 6 minut.
Dale na médiu Michl-15 mély 100% kli¢ivost druhy Orchis provincialis a
Himantoglossum caprinum se stratifikaci 2-5 min. 70% ethanolem a sterilizace 5%

Ca(OCI); po dobu 10 minut.
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Tabulka 3: sloZeni pouZitych médii pro vybrané druhy orchideji ve vyzkumné prdci Ponerta a kol. (2011)

Mo2 1/4-2 for gM:rc:II::ﬂon f:r'“g‘:::;::\g
KH,PO, 0.073 0.043 0216 0.216
KCl 0.150 0.150
Mg5s0,-7H,0 0.077 0.093 0.246 0.246
Macronutrients (g/l) CaCI2 0.057 0.083 0.022 0.022
NH,NO, 0.033 0413 0.166
(NH,),S0,
KNO4 0.038 0.475
Na,EDTA 10.00 10.00 17.50
Fe50,-7H,0 7.00 7.00 30.00
H,B0, 1.01
ZnS0,-7H,0 2.20 220 1.01
MnCl,-4H,0 0.13
) _ Cus0,-5H,0 0.01 001 0.03
Micronutrients (mg/l) NICL,-6H,0 003
(NH,)sMo; 054 0.03
CoCl, 0.00 0.00 0.02
Na,Ma0, -2H,0 0.06 006
MnSO, -H,0 420 420
Kl 0.20 0.20
ananas juice 20 20
Organic supplements casein hydrolysate 1.0 1.0 0.5 05
(/) pangamin 0.90 045
yeast extract 05 05
thiamine 0.1 0.1 1.0 1.0
Vitamins (mg/1) pyridoxine 0.1 0.1 1.0 1.0
nikotinamide 0.1 0.1 1.0 1.0
Phytohormones (mg/1) kinetine 20 20
citric acid 192.0 192.0
inositol 20.0 250
Saccharides (g/1) sucrose 10.0 15.0 10,0 300
activated charcoal 0.5 0.5 1.2 1.2
Others (g/l) agar 7.0 7.0 8.0 150
pH 58 58 58 58

Mnoho vyzkumu se zabyvalo také vlivem dusiku a organickych pfisad, které mohou
mit stimulacni nebo inhibi¢ni GCinky na kliceni semen. Inhibi¢ni ucinky na rast
mohou mit anorganické formy dusiku ve formeé dusi¢nanti, nebo dokonce mohou vést
k toxicité (Ponert a kol., 2013). Inhibi¢ni G¢inek dusi¢nant pozoroval pii in vitro
pestovani terestrickych orchideji také Figura a kol., (2019). Stimula¢nich ucinky

mivaji na kliceni semen organické formy dusiku (Rasmussen 1995; Sgarbi a kol.,

2009; Ponert a kol., 2013).

U suchozemskych orchideji se organické extrakty, jako je kokosova voda,
kvasnicovy extrakt, ananas, bananovy homogenat, pepton a hydrolyzat kaseinu,

pouzivaji predevsim jako zdroj aminokyselin a mohou silné ovlivnit kliceni semen.




Pridani organickych prisad pro kliceni, urychluje tvorbu protokormii a produkuje
silné semenacky, jak uvadi vétSina zprav v literatufe. Tyto organické prisady
poskytuji prirozeny zdroj sacharidd, anorganickych iontl, aminokyselin, vitaminQ a
fytohormont a pomahaji pii mnozeni orchideji podporou ristu a morfogeneze v

asymbiotickych semennych kulturach (Gupta, 2016).

Duli¢ a kol, (2019) ve svém vyzkumu provadél vysevy semen druhu Spiranthes
spiralis a Himantoglossum jankae na dvou druzich médii (viz. tabulka ¢. 4), a to
médium Knudson C (KC; Knudson 1946; Morelova modifikace) a Malmgrenovo
modifikované médium (MM; Malmgren 1996) s riznymi kombinacemi organickych
doplnkt do zivného média. Dopliiky pouzité u obou médii zahrnovaly naptiklad
kokosovou vodu, pepton nebo ananasovou Stavu. VSechna testovana média také
obsahovala 2 % (w/v) sacharozy, 7 % (w/v) technického agaru a 1 % (w/v) aktivniho
uhli. Vysledky ukazaly, u druhu Himantoglossum jankae MM médium doplnéné
peptonem (2 g 1) a kokosovou vodou (50 ml 1) poskytuje nejptiznivejsi podminky
pro asymbiotické kliceni a dalsi vyvoj semen. Naopak KC médium inhibovalo
asymbiotické kli¢eni u tohoto druhu a ukazuje se, ze se negativné projevily na Spatné
klicivosti semen anorganické formy dusiku, které byly soucasti KC média. U druhu
Spiranthes spiralis vysledky ukazaly vysokou rychlost kliceni u KC média, u kterého
se autofi domnivaji, ze je to zapfi¢inéno piidanim kosové vody, jelikoz
nejvyznamnéj§i a nejuziteCn&jsi slozky kokosové vody jsou cytokininy, které jak
uvadéji autotfi Yong a kol., (2009) a Huh a kol., (2016) podporuji déleni bunek, a tim
podporuji rychly rast.

33



Tabulka 4: Upravend tabulka sloZeni Zivnych médii z publikace Duli¢ a kol., (2019)

KC MM
Macronutrients (mg L™)
Ca(NOs) 347,43 -
KH,PO4 250 75
KCl 250 -
MgSOu 122,3 97,7
(NH4),S0, 500 -
NH4NO3 500 -
Cas3(P04); - 75
Micronutrients (mg L)
FeSO4-7H,0 25 27,85
MnSO4-H,0 5,7 1,54
Na,EDTA - 37,26
Vitamins (mg L™)
D-Biotin - 0,05
Folic acid - 0,5
Glycine - 2
Myo-inositol - 100
Nicotinic acid - 5
Pyridoxine - 5
Thiamine - 10
Casein - 400

Regulatory rastu rostlin, zejména auxiny a cytokininy, také Casto podporuji kliceni
semen orchideji (Godo a kol., 2010), jakoz i dalsi vyvoj semenackt (Nanekar a kol.,
2014; Diengdoh a kol., 2017)). Z vysledku studii zabyvajici se vlivem cytokinint, 1ze
predpokladat, ze razné druhy suchozemskych orchideji maji jedine¢né odlisné
pozadavky pfi pouziti regulatort ristu pro nasledny vyvoj semenackta (Duli¢ a kol,

2019).

Vejsadova (2006) také uvadi, ze regulatory rdstu, auxiny (napf. kyselina
naftyloctova) a cytokininy (napf. benzyladenin nebo kinetin) se nejcastéji pridavaji
do zivnych médii, ke zvySeni procenta kli¢eni nebo ke stimulaci, dale také, ze obecné
auxiny stimuluji tvorbu kofend a cytokininy podporuji vyvoj vyhonkt a déleni

bunék, coz o cytokininech uvadi také Yong a kol. (2009) a Huh a kol. (2016).

Ve vyzkumné praci Vejsadové (2006) mély semenacky orchideji dvou druht rodu

Dactylorhiza vyrazné vys§i rust v pritomnosti kombinaci auxinu a cytokining.
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Rustové rozdily v reakci na auxiny a cytokininy, avSak nenaznacuji silnou druhovou

specifitu u ostatnich studovanych druht.

Do médii terestrickych orchideji se hojn€ pridava také aktivni uhli, které
pravdépodobné poskytuje sementim tmavé prostiedi a odpovidajicim zptisobem
zvysuje rychlost kliceni (Bektas, Sokmen, 2016). Také pfidani aktivniho uhli zvysSuje
a udrzuje konstantni hladinu pH kultivatniho média a podporuje rast zvySenim

ptijmu dusiku (Eymar a kol., 2000).

4.1.6.1.2.2 Stratifikace a vysevy semen terestrickych orchideji
Pted pouzitim povrchové sterilizacnich latek je dle Jezka, (1996) vhodné pouzit 70%

ethanol, ktery odstrani ¢ast ochrannych voskd z povrchu semene, ktery ma nasledné
lepsi smacivost. Poté by mélo nésledovat proplachnuti destilovanou vodou. Ponert a
kol. (2011) uvadi, ze ethanol je schopen vymyvat nékteré hydrofobni latky jako
vosky. Semena se snadno nasdknou a jsou méné hydrofobni, coz vede k lepsi
manipulaci s nimi. Vysledky naznacuji, ze kratké oSetfeni etanolem muze mit
pozitivni ucinek, ale delsi aplikace mize semena zabit. Konkrétni pfiklad uvadi na
druhu Anacmaptis morio, u kterého byl 70% lih aplikovan na kratkou dobu dvou
minut, coz vedlo k mirné vys§im procentim kli¢ivosti, zatimco dlouhodoba expozice
ethanolu, konkrétné po dobu Sedesati minut muize semena zabit. Také napfiklad
Vejsadova (2006) u druht Dactylorhiza Incarnata a Dactylorhiza maculata pouzila
pred sterilizaci chlornanem vapenatym nebo chlornanem sodnym 70% ethanol po

dobu tfi minut.

Hojné vyuzivany pfii in vitro vysevech je pridavek detergentu (napt. Tween 20 nebo
Tween 80) prispivajici ke snizeni povrchového napéti semen a zlepSeni ucinku
sterilizaCnich roztoki (Rasmussen, 1995). Detegren pouzivali napiiklad Cig a
Yilmaze (2017) k povrchové sterilizaci semen, jejich postup probihal nejprve
pétiminutovym tfepanim ve 2% kyselin€é sirové (H.SO4) a poté s 1-2 kapkami

Tween-20 v 10% chlornanu sodném (NaOC]l) po dobu 12 minut.

Dal§im uzivanym roztokem slouzici k povrchové skarifikaci semen je 0,5-2%
kyselina sirova (H2SOs4). AvsSak jak uvadi Malmgren (1996) oSetfeni semen pouze
prostfednictvim H2SO4 bez nasledného oSetfeni roztokem chlornanii je nedostatecné

a nepodporuje nasledné kli¢eni semen.
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K samotné sterilizaci semen je nejcastéji pouzivan chlornan sodny (NaClO) nebo
chlornan vapenaty (Ca(ClO)2). Rasmussen (1995) uvadi, ze vyssi procento klicivosti
semen byva pfi pouziti chlornanu vapenatého nez pfi pouziti chlornanu sodného.
Ponert a kol. (2011) pfi péstovani orchideji rodt Dactylorhiza a Ophrys pouZil
uspésné dezinfekeni roztok Ca(OCl),, ktery pusobil na semena v rozmezi 3-30 minut,
pficemz bylo smichano 50 g Ca(OCl)> ve 100 ml destilované vody a po 15 az 20

minutach prefiltrovano filtraCnim papirem do nové bariky.

Pozitivni ucinky chlornanu véapenatého potvrdila ve své védecké publikaci také
Vejsadova (2000), ktera dosahla nevyssi kliCivosti semen u druhli Dactylorhiza
incarnata, Dactylorhiza maculata a Liparis loeselii pti pouziti 7,2% roztoku
Ca(ClO)2 (40-50 minuty) v kombinaci se 70 % ethanolem (3 minut). Naopak pfi
pouziti 0,5% chlornanu sodného nebylo pro tyto druhy prstnatct vhodné, jelikoz v

nékterych piipadech poskodilo embrya a snizilo miru kli¢ivosti az o 50 %.

Vétsina autori povrchové sterilizuje nebo skarifikuje semena v uzavienych
zkumavkach, avsak jiny a velmi ucinny zpusob povrchové sterilizace semen popisuje
ve svém vyzkumu Ponert a kol. (2011), ve kterém byla semena sterilizovana
v Laurenovych plastovych injekcnich stfikackach, viz obrazek ¢. 6. Jako nejlepsi
zpusob pro udrzeni semen uvnitf stiikaCky pii nabirani dezinfekCnich latek a
proplachovani byla pouzita nylonova sitovina 1,5 x 1,5 cm a jelikoz zadna semena
nejsou zachycena ve filtru, mohou byt zaseta téméf vSechna semena. Vysevy na
zivna média se provadi v aseptickych podminkach, které zajiStuje laminarni box (tzv.

flow box).
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Obrdzek 6: Pripravend média, semena v injekcnich stfikackdch a dezinfekéni roztoky pro vysevy semen druhu
Orchis purpurea

4.2 Druh Orchis purpurea

4.2.1 Popis a charakteristika druhu
Orchis purpurea se tfadi do rodu Orchis, ktery je v Evropé jednim z nejpocetnéjSich
v &eledi vstavadovité, viz obrazek & 7. V Ceské republice je druhové nejbohatsim

rodem (Prochazka a Velisek, 1983).

Druh Orchis purpurea je popsan jako vapnomilny, vyskytujici se v prosvétlenych,
fidkych dubovych lesich, lesnich lemech, lesostepnich ladach, xerotermnich,
subxerotermnich travnicich a krovinatych porostech. Vzacné se vyskytuje
v sekundarnich borech na krystalickych vapencich. Dle biotopu se jedna konkrétné o
dubohabfiny hercynské, vapnomilné buciny, bazifilni teplomilné doubravy
perialpidské a sttedoevropské, uizkolisté suché travniky, Sirokolisté suché travniky,
suché bylinné lemy, nizké xerofilni kfoviny a sekundarni valeCkové bory (Jersakova
a Kindlmann, 2004). Podle Kvéteny CR (Stépankova, 2010) jde o pidy vysychavé,
vapnité, zasadité nebo nanejvy§ neutrdlni, Casto skeletovité, snizkym obsahem
dusikatych latek. Prochazka a Velisek (1983) uvadéji, ze se jedna o druh obligatné
alkalofytni, jelikoz roste na pudach jen alkalickych (pH: 7,4-9,1).
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Morfologické znaky (Stépankova, 2010): , Hlizy elipsoidni az témé&f kulovité, kofeny
cetné, kratké, tlusté. Lodyha jemné ryhovana, tmavozelena, na bazi s nezelenymi
Spicatymi Supinovitymi listy, v dolni % olisténd, v horni Y4-'4 Casto bezlista a nékdy
fialové nabéhla. Listy v poctu 5-10, podlouhlé az podlouhle vejcité 6-17 cm dl., 2-7
cm Siroké, na vrcholu tupé Spicaté, sivozelené, na lici lesklé, nejhorej§i 1(2) listy
Casto uzce kopinaté, lodyhu objimajici. Klas vejcovity az valcovity, 6-15 (20) cm dl.
Mnohokvéty; listeny vejCité az uzce kopinaté, mnohem krat§i nez semenik, na
vrcholu $picaté, jednozilné, vétSinou fialové. Kvéty velké, vné hnédaveé nachové
nebo rtzové, nachove az Cerné teCkované; vsechny okvétni listky s vyjimkou pysku
sklonéné v pfrilbu, lysé, vnéjsi vejcité, 12-14 mm dl., na vrcholu Spicaté, vnitini uzsi,
carkovité kopinaté, zpravidla o malo kratsi; pysk v obrysu okrouhly az obvejcity, 10-
15 (20) mm dl., delsi nez Siroky, plochy, bily nebo razovy, husté teckovany
nachovymi barvami, 3dilny, stfedni lalok jiz od baze se rozsifujici, obsrdcity,
okrouhly, trojuhelnikovity nebo témért celistvy, zpravidla vSak vykrojeny, ve vykroji
ne¢kdy s napadnym zoubkem, postranni laloky podlouhlé, utaté, mnohem mensi a
kratsi nez stfedni lalok, ostruha dolt sehnuta, kratce valcovita, tupa; semenik
valcovity, za kvétu 13-15mm dl., zeleny, nékdy fialové nabé&hly. Tobolky uzce
elipsoidni, 18-25 mm dI.“

Obrdzek 7: Kvetouci Orchis purpurea, PR Milskd strar
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Jedna se o alogamickou Salivou rostlinu bez nektaru s podprimérnou tvorbou
tobolek. (Helmut a kol., 2009). Tyto druhy lakaji opylovace t€kavymi latkami, které
na nich hmyz sbird a predstavuji vysokou specializaci druhu (Dykyjova, 2003).
Timto tématem se také zabyvali Walsh a Mihaels (2017), ktefi chtéli zjistit, zda
alivé druhy orchideji nestradaji timto zpusobem vabeni opylovacli na poctu
opylovanych kvéti a nasledné dozralych tobolek. Vyzkum byl provadén na rodu
Cypripedium, a na rostliny byl uméle pfidavan nektar. Vysledky z tohoto vyzkumu
naznacuji, ze pridani nektaru neovliviiuje celkovy pfijem pylu nebo niz§i produkci

tobolek.

Orchis purpurea je znam nezmérnou variabilitou a v rozsahlejSich populacich se jen
vyjimeéné najdou dva jedinci se zcela barevné i1 tvarové shodnymi kvéty. Také
kiizeni je vramci rodu velmi Casté, napfiklad na spolecnych lokalitach Orchis
purpurea a Orchis militaris se Casto vyskytuji jejich kfizenci, nékdy 1 Cast&ji nez oba

rodic¢e dohromady (Prochazka a Velisek, 1983).

Druh Orchis purpurea se rozmnozuje generativné 1 vegetativné. Jeho fenologie
zaCina obdobim rustu nadzemnich organti od tnora do poloviny dubna. Hlavni
obdobi kveteni je od poloviny dubna do druhé poloviny cervna. Obdobi tvorby
semenikll a vypadavani semen zacina v poloviné kvétna a konci v prubehu Cervence.
Typem zéasobniho organu jsou hnizdovité kofeny. Vlhkostni naroky ma xerofilni az
mezofilni. Mira mykotrofie je stfedné¢ silna a svételné naroky druhu jsou

heliosciofilni (Jersakova a Kindlmann, 2004).

Vstava€ nachovy roste na vyslunnych stanovistich, napfiklad na pastvinach nebo
nehnojenych loukach, vice se vSak vyskytuje v kfovinach a ve svétlych lesich, hlavné
v doubravach (Prochazka a Velisek, 1983). AvSak na vyslunnych stanovistich ma
ptiznivéj§i podminky pro produkci tobolek, jak bylo prokazano v predchozi

bakalarské praci (Kozlovska, 2019).

Vyznamem svételnych naroka se zabyval dale naptiklad Jacquemyn a kol. (2009)
v sedmiletém vyzkumu u druhu Orchis purpurea zkoumaného v otevienych a
stinnych stanovistich. Zabyval se otazkou, zda a jak je dulezité pro lesni orchideje
mira zastinéni. Vysledky prokazaly vliv svétla na produkci semen, ktera byla

dvojnasobné vétsi a Cista mira reprodukce pak v priméru Sestinasobn€ vyssi nez na
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zastinénych lokalitach. Dale se prokazalo, ze rostliny v otevienych lesnich porostech
kvetly Cast€ji v prubéhu let a produkovaly vyznamné vice tobolek neZ rostliny ve

stinnych lesich.

Orchis purpurea je dle aktualizované treti verze Cerveného seznamu cévnatych
rostlin kvéteny Ceské republiky fazen do kategorie C2 b, tedy druhd silné
ohrozenych (Grulich, 2017).

4.2.2 Rozsifeni v Ceské republice

Orchis purpurea se vyskytuje v Cechach hlavné v termofytiku od Dzbanu a
Labského stiedohoii po Cesky kras a vychodni Polabi. Vzacné se vyskytuje v jiznich
Cechach a v mezofytiku severozapadnich Cech. Na Moravé roste vzacné také na
stfedni a jihovychodni Casti na sever po Kufim a Brno, v moravském piredhafi
Ceskomoravské vrchoviny, Podyji, Pavlovskych kopcich, v Jihomoravské
pahorkatiné a Bilych Karpatech vzacn€. Na severni Moravé a ve Slezsku neroste
vubec. Vyskytuje se prevazne v kolinnim az suprakolinnim stupni, vyjimecné i vyse

(St&pankova, 2010).

4.2.3 Rozsireni ve svété

V Evropé velmi rozsifeny druh, severni hranice od jizni Anglie do Danska a
Némeckem do jizniho Polska, Ukrajiny a Rumunska. Jizni hranice probiha jiznim
Spanélskem, severovychodni Sicilii, Peloponésem, jiznim Tureckem. Vychodni

hranice od centralniho Turecka pfes Krym a Kavkaz (Baumann a kol., 2009).

Ve Slovenské republice roste roztrouSen¢ v nizSich a teplejSich oblastech od
Devinské Kobyly, Malych a Bilych Karpat pfes celé tzemi k vychodu az po
vapencové predhoti Vihorlatu (Prochazka a Velisek, 1983).

4.2.4 Ohrozeni a ochrana druhu Orchis purpurea

V Ceské republice v osmdesatych letech minulého stoleti ochranci piirody
zaznamenali velmi snizujici se poCty populaci druhG Orchis militaris, Orchis
purpurea, Cypripedium calceolus, Platanthera bifolia, Cephalanthera damasonium,
Listera ovata a Epipactis helleborine v PR Milska stran, kterou se mimo jiné lokality
tato prace zabyva. Pravidelné a systematicky organizované zasahy jsou zde

provadény od roku 1996 a vedou zejména k odstranéni naletu a kazdorocnimu kosenti
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a odstranovani vymladka drevin. V roce 2001 jiz bylo dokumentovano kolem 2500

kvetoucich exemplait Orchis purpurea (Jersakova a Kindlmann, 2004).

Také na Moravé dochazi k velkému poklesu populaci, do roku 1980 existovalo
celkem sto historickych lokalit Orchis purpurea, aviak terénni vyzkumy Simitéka a

Jatiové (1996) z let 1980-1995 prokazaly, ze celkové procento ubytku Cinilo 66 %.

Napriklad 1 v Bilych Karpatech, které jsou na orchideje pomérné bohaté je Orchis
purpurea vzacnym druhem. V roce 1990 bylo zaznamenano pouze 33 udaju z 26
lokalit vyskytu tohoto druhu, a to pouze v zapadni casti daného uzemi (Tlustak a

Jongepierova-Hlobilova, 1990).

Ohrozeni druhu spociva hlavné ve zménach nebo destrukci biotopt (zartstani lokalit,
terasovani svahd, urbanizace okoli apod.), a v pfimém lidském vandalstvi.
Managementova opatieni by meéla sméfovat zejména k zabranovani postupujici

sukcesi, a to ve forme koseni a odstranovani naletovych dievin apod. (Prtusa, 2005).

O vhodném managementu pojednava také Gay (2013) ve svém védeckém clanku o
populacich druhu Orchis purpurea v Kentu. Jako podstatné doporuceni upozoriuje
na potiebu zvysovat vhodné podminky prostiedi a CasteCné profezavat a prosvétlovat
lesy, ve kterych se druh vyskytuje. Doporucuje také sledovat vliv slune¢niho zareni

na fitness a populacni dynamiku.

Managementové zasahy spocivaji hlavné v pravidelném a postupném koseni na
vétsiné ploch s vegetaci suchych travnikti v Cervenci az srpnu. Koseni probiha
mozaikovitym zpusobem a jsou ponechavany nepokosené plochy, které jsou kosené
v nasledujicim roce. Déle pti kaceni dfevin jsou ponechavany roztrousSené stromy,

jeliko slaby zastin je pro kliGeni vstavate nachového vhodny (Stefanek, 2016).

Hlavnim ukolem pravidelného profezavani je prosvétleni vytvarejici plosné omezené
loucky a liniové praseky, kterymi také pravideln€ protahuje zver a zoochorn€ prenasi

semena vstavacu (Jersakova a Kindlmann 2004).
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4.3 Zkoumané lokality

Tato prace se zabyvala Sesti rozdilnymi lokalitami s populaci druhu Orchis purpurea.
Jednalo se konkrétné o lokality PR Milska strari, NPR Karlstejn, PP Chotuc, NPR
Ctvrté, lokalita u obce Skalitka a u mésta Kryry. Rozmisténi lokalit v ramci Ceské

republiky je zobrazeno na obrazku €. 8.
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Obrdzek 8: Mapa se zakreslenymi lokalitami, které byly predmétem vyzkumu. Jednotlivé lokality jsou oznaceny
Ciselné: lokalita ¢. 1 (PR Milska strari), lokalita ¢. 2 (NPR Karlstejn), lokalita ¢. 3 (PP Chotuc), lokalita ¢. 4 (NPR
Ctvrté), lokalita & 5 (lokalita u obce Skalicka), lokalita & 6 (lokalita u mésta Kryry), mapa byla pfipravena

v programu Mapomat.exe (2. 0. 0. 8.), ktery online poskytuje Agentura ochrany pfirody a krajiny CR
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Tabulka 5: Prehledovad tabulka jednotlivych lokalit a jejich nadmorské vysky, biotopu, fytogeografického obvodu

a okresu a poctu jedinc sledovaného druhu rostouci v dané populaci, Skalicky (1988)

Nadm Fytogeograficky |[Fytogeograficky
Nazev a Cislo "k " |Druh biotopu |obvod (Skalicky, [okres (Skalicky, |Poéet jedincii
lokality Vyska 1988) 1988)
PFirodni Xerotermni typ
vegetace, > ,
o e [100-450 [dubohabiiny a CeSkef N Dzban (6) .CC;. 1>00
|as.a vtran teplomilné termofytikum jedincl
(lokalita ¢. 1) doubravy
Narodni
pfirodni N P
k N
rezervace 250-300 subteromorfniCeske . Cesky kras (8) ‘Cca. 60°
. doubravy termofytikum jedincl
Karlstejn
(lokalita ¢. 2)
Pf¥irodni
pamatka h00-220 [erotermnityp Ceské Pod&bradské  |Cca 200
Chotuc vegetace termofytikum  [Polabi (11b) jedincl
(lokalita ¢. 3)
Narodni
pirodni Bazifilni Ceské Rozdalovickd |Cca 100
rezervace 220-250 |doubravy/ N ftik tabule (13 edinc
Cturts dubohabfiny ermofytikum abule (13a) jedincl
(lokalita ¢. 4)
Lokali < , |M ké
okalita u.v Zapojend Ceskomoravské ori\/vs', © Cca 100
obce Skalicka [300-330 Jubohabfina mezofvtikum podhfi edingi
(lokalita ¢. 5) y Vysociny (68) )
Lokali Ny . .
o?acz ::a Y 350-370 Teplomilna Ceské Podboranska |Cca 40
ryry doubrava termofytikum  |kotlina (2b) jedincl

(lokalita ¢. 6)
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V tabulce €. 5 je uvedeno k jednotlivym lokalitam nékolik zakladnich informaci jako
je nadmoriska vyska, druh biotopu, fytogeograficky obvod a okres a pocet jedinct

druhu Orchis purpurea na lokalite.

4.3.1 Prirodni rezervace Milska stran

PR Milska stran je soucasti pfirodniho parku Dzban, ktery byl vyhlasen v roce 1994.
PP Dzban se rozklada na uzemi rozhrani tfi okrest. Zaujima celkovou rozlohu 41
578 ha (Mackov¢in, 1999). Jedna se o oblast s bohatou ptfirodovédeckou hodnotou.
Vyskytuji se zde stepni a teplomilnd spoleCenstva severniho bezlesého Dzbanu,
dzbanské pahorkatiny petrofyty (skalni druhy), podhorské a horské druhy a dzbanské
slatiny a raseliny (Houda, 1969).

PR Milska stran se nachazi ve StredoCeském kraji v okrese Rakovnik, necely
kilometr z&padnim smérem od obce Mily a ma rozlohu 13,1653 ha. Organem
ochrany pfirody je Krajsky ufad StfedoCeského kraje. Predmétem ochrany jsou
teplomilna travinna a kifovinna spoleCenstva rostlin a zivoc¢ichi slinovcovych, tzv.
bilych strani véetné vyskytu stievicniku pantoflicku. Prvni vyhlaSeni PR nastalo 23.
9. 1988 a posledni vyhlaseni se odehralo 11. 4. 2011 (www.drusop.nature.cz).

Milska opukova straf je strmy a protahly svah, v délce 930 m od vychodniho okraje
zastavby obce Mily. Nachazi se zde sutfovy les a kfoviny s teplomilnymi travniky
s bohatou populaci Orchis purpurea a vyskytem dalSich vzacnych a ohrozenych
druhii. A jak jiz bylo zminéno, Milska stran se fadi mezi tzv. bilé stran€, které se
vytvareji na kfidovych slinitych piskovcich a jsou typické osypy a sesuvy na
pohyblivych svazich (Kubikova a kol., 2016).

Milska stran je vyznamnym biotopem, ve kterém se vyskytuje mnoho vzacnych a
ohrozenych druht rostlin naptiklad Veratrum nigrum, Epipactis muelleri, Orchis
militaris, Orchis purpurea, Anemone nemorosa, Aster amellus, Cephalanthera
damasonium, Clematis recta, Melittis melissophyllum, Cornus mas, Lilium
martagon, Stachys germanica, Gentianopsis ciliata, Juniperus communis,
Lithospermum purpurocaeruleum, Epipactis helleborine agg. a Epipactis distans.
Roste zde pravdépodobné nejpodetngjsi populace Orchis purpurea v CR a je to jedna

z nejdéle obhospodafovanych chranénych lokalit, jelikoz s postupnym profezem
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kiovin se zacCalo zhruba v poloviné sedmdesatych let a rozsahlé managementové

zasahy byly zapocaty rokem 1996 (Stefanek, 2016).

Obrdzek 9: PR Pohled na Milskou strdn v prvni poloviné dubna v roce 2019

Geologii Milské strané popisuje Lozek a kol. (2005), ktery uvadi, ze strmy strukturni
svah je tvofen kiidovymi pisCitymi slinovci a piskovci, kde prevladaji pararendziny

promisené opukovou suti. Pfimeés skeletu v pidé klesa od vrcholu k paté svahu.

Jiz od minulosti bylo tizemi hojné vyuzivané Clovékem: udrzovaly se zde ovocné
sady, v nize polozenych partiich se péstovaly zemédélské plodiny, uzemi bylo

pravdépodobné vypasano. Je zde 1 ziejmy vliv té€zby opuk (www.botany.cz).

Také Lozek a kol. (2005) uvadi, ze tyto opukové strané na okraji Dzbanu se vyvijely
pod dlouhodobym tlakem osidleni a uzivani krajiny jiz od praveku. Stran byla

v minulosti odlesnéna a vypasana, castecné i obdelavana.

V soucasné dobé provadi management lokality PR Milské stran pozemkovy spolek
Launensia (www.launensia.cz), ktery si klade za cile vykupovat ohrozené cenné
pfirodni lokality, kterym hrozi akutni nebezpeci a zajistit témto pozemkim vhodnou

péci a propagovat myslenku pozemkovych spolkli v ramci Siroké vetejnosti.
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Obrdzek 10: Milskd strdni, rostliny druhu Orchis purpurea rostouci na xerotermnim stanovisti

Cilem ochrany Milské strané je udrzet biologickou rozmanitost celého uzemi
v dlouhodobém horizontu. Jedna se o jemnozrnnou mozaiku mensich porosti kfovin,
teplomilnych typt lest (dubohabftiny, doubravy) a travnikl, poskytujici toulavy stin
vhodny pro mnoho vzacnych druhd, které se zde vyskytuji (Stefanek, 2016).

Na této lokalité (N 50°14.1') E 13°52.1') byly sledovany parametry fitness a
odebirany tobolky pro pokusy vysevu ze tii stanovist. Prvni stanovisté se vyskytuje
na xerotermnich travnicich, druhé pod starymi ovocnymi stromy a tfeti v sutovém

lese.

4.3.2 Narodni prirodni rezervace Karlstejn

NPR Karlstejn spada do chran&né krajinné oblasti Cesky kras, ktera byla vyhlasena
jiz vroce 1972. Celkova rozloha CHKO ¢ini 13225 ha, CHKO se nachazi ve
Stredoceském kraji a zasahuje i na izemi hlavniho mésta Prahy a zaujima ¢ast uzemi
obci s rozsifenou plisobnosti Beroun a Cernogice. Jedna se o nejvétsi vapencové
tizemi v Cechach se zachovalymi rozsahlymi plochami spoleenstev skalnich stepi,
lesostepi a listnatych lest s velmi bohatou ptirozenou florou a faunou (Anonymusl,

2017).

NPR Karlstejn je rozsahlé lesnaté tizemi rozdélené udolimi potokti Budianského,
Bubovického a Lodénice. Jeho rozloha €inni 1556 ha, nadmoftska vyska se pohybuje

mezi 215-440 m. n. m. Organem ochrany piirody je AOPK CR — RP Stedni Cechy.
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Vyskytuje se zde soubor ekosystémid s vapencovym podlozim a reliéfovou
raznorodosti, jejichz soucasti jsou okroticové buciny, CernySové dubohabfiny,
mochnové doubravy, Sipakové doubravy a kostfavové a péchavové skalni stepi.
Z chranénych druht rostlin se zde vyskytuje napiiklad Dracocephalum austriacum,
Adenopora liliifolia, Prunella gradiflora, Festuca amethystina, Potentilla alba,

Orchis purpurea, Inula salicina a Orchis mascula (Anonymus2, 2017).

Z historickych priuzkumd je v lesich dolozena pastva dobytka a rizné zptsoby umélé
obnovy a zakladani porosti vCetné dovozu osiva. Dubohabfiny, které se zde hojné
vyskytuji, byly po staleti obhospodarovany vymladkovym zptsobem, coz podpotilo

prevahu habru a umoznilo zachovani bohatého bylinného patra. (Anonymus2, 2017).

Obrdzek 11: Lokalita v NPR Karlstejn, foto Radka Broumovd

Konkrétni lokalita (N 49°56.0', E 14°11.9"), kde byly sledovany parametry fitness a
odebirany tobolky pro pokusy vysevu se nachdzi na jiznim okraji NPR Karlstéjn,
vychodné od mésta Karlstejn. Jedna se o lesnaté stanovisté subteromorfnich doubrav,

kde se vyskytuje populace citajici kolem 60 jedinct druhu Orchis purpurea.

4.3.3 PP Chotuc

PP Chotuc se nachazi ve StftedoCeském kraji, v okrese Nymburk. PP ma vyméru 28,6
ha, nachazi se v nadmoiské vySce 199-253 m a byla vyhlaSena vroce 1999.
Predmétem ochrany jsou teplomilna spoleCenstva na jiznich svazich a kfoviny a

travniky s mnoha vzacnymi druhy rostlin. Piivodné teplomilné doubravy a habrové
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doubravy zde nahradily teplomilné travniky pravdépodobné z divodd vybudovani
hradisté, travniky nasledné byly vyuzivany jako pastviny a sady. Na severnich

svazich se vyskytuje pivodni dubohabrovy les. (Lozek a kol., 2005).

Vstava¢ nachovy je jeden z nejcennéjSich druhd, ktery se na této lokalité vyskytuje
pomérné ve velkém zastoupeni, v pruméru 80 kvetoucich jedinci. Ze zvlasté
chranénych a vzacnych druht rostlin se vyskytuji naptiklad Lilium martagon, Stipa
Capillata, Cirsium acaule, Lavatera thuringiaca, Thalictrum minus, Filipendula

vulgaris a dalsi (Karlik, 2018).

Geologické podlozi na této lokalité je tvorené svrchnoturonskymi az coniackymi

slinovci, ve vrcholové Casti s polohami kiemitych jilovca (Karlik, 2018).

V ramci cilt a ochrany tizemi vyzaduje lokalita zavedeni obCasné extenzivni pastvy a
regulaci zarastani kfovinami (Lozek a kol., 2005). Také v planu péce o PP Chotuc je
uvedeno, ze dlouhodobym cilem je zachovani nelesnich biotopi xerotermnich
travnikl a teplomilnych lemu s roztrousenymi ovocnymi dievinami a dale zachovani

a zlepSeni kvality teplomilnych doubrav az dubohabfin.
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Konkrétni lokalita (N 50°15.9', E 15°7.0"), kde byly sledovany parametry fitness a
odebirany tobolky pro pokusy vysevu se vyskytuje prevazné v lucni vegetaci

xerotermniho typu, kde roste populace Orchis purpurea, ktera ¢ita pies 200 jedinct.

4.3.4 NPR Ctvrté

Narodni piirodni rezervace Ctvrté se vyskytuje ve StiedoSeském kraji v okrese
Nymburk a spada do spravy CHKO Kokotinsko. Predmétem ochrany jsou predevsim
ptirozena lesni spoleCenstva, zejména kamejkové habrodfinové doubravy a jasanové
pramenistni olSiny, kde zije mnoho chranénych a ohrozenych rostlinnych druhi,
napiiklad Leucojum vernum, Epipactis microphylla, Orchis purpurea, Epipactis
purpurea, Epipactis microphylla, Cephalanthera rubra, Cephalanthera damasonium,
Platanthera bifolia, Lithospermum purpurocaeruleum

(www.kokorinsko.ochranaprirody.cz).

Obrdzek 13: Lokalita v NPR Ctvrté, foto Radka Broumovd

Jedna se o lesni porost na jiznim okraji Jabkenické ploSiny na jiznich svazich mezi
obcemi Studce a Mcely. Nadmotska vyska se zde pohybuje mezi 218-270 m, vyméra
rezervace Cinni 95,3 ha a byla vyhlasena v roce 1989. Geologie na této lokalité se
vyznacuje terasovitymi Stérkopisky a kifidovymi nepropustnymi horninami. soucasti

kterych jsou vodonosné horizonty s ¢etnymi prameny (Lozek a kol., 2005).
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Orchideje upfednostiiuji prosvétlené lesni porosty. Ty zde byly v minulosti
udrzovany ve formé& hospodafeni nizkého lesa (pafezeni). Po pifevodu na
vysokokmenny les se zvySujicim se zastinénim tyto druhy z bylinného patra
ustoupily. Nekteré historicky udavané druhy, se jiz v Uzemi pravdépodobné
nevyskytuji. V téchto Castech je proto les jednotlivym a skupinovym vybérem
ucelové prosvétlovan tak, aby byly vytvofeny piiznivéjs§i svételné podminky pro

vzacné druhy organismi (www.kokorinsko.ochranaprirody.cz).

Jak také uvadi Lozek a kol. (2005), NPR Ctvrté je potieba citlivé lesnicky
obhospodafovat. Postupné se musi odstranit vysadby smrku a udrzovat dale nizky

typ lesa.

Konkrétni lokalita (N 50°17.7', E 15°3.8"), kde byly sledovany parametry fitness a
odebirany tobolky pro pokusy vysevu se nachézi v lesnich porostech bazifilnich

doubrav, ve které roste populaci s vice jak 100 kvetoucimi jedinci.

4.3.5 Skalicka
Lokalita u obce Skalicka (N 49°21.5', E 16°31.4") se nachézi v Jihomoravském kraji

v okrese Brno-venkov. Lokalita ¢ita vice jak 100 jedinca v zapojené dubohabfiné.

Tato lokalita neni v zadném z4jmu ochrany pftirody. Nadmoiska vyska se pohybuje
okolo 320 metri. Lokalita se vyskytuje vychodné v tésné blizkosti obce Skalicka a
pod ni protéka potok Lazanka.
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Obrdzek 14: Druh Orhis purpurea na lokalité u obce Skalicka, foto Radka Broumovd

Vyskytuji se zde druhy rostlin naptiklad Alliaria petiolata, Astragalus glycyphyllos,
Bromus benekenii, Convalaria majalis, Fragaria moschata, Galium aparine,
odoratum a sylvaticum, Impatiens parviflora, Melitis melissophyllum, Orchis

purpurea, Polygonatum multiflorum, Pulmonaria obscura, Epipactis helleborine.

Dle geologické mapy se jedna o zpevnény sediment obsahujici slinovce a vapence,

soustava Cesky masiv, region Ceska kiidova panev (www.mapy.geology.cz).

4.3.6 Kryry

Lokalita u mésta Kryry (N 50.1626694, E 13.4400397) se nachazi se v okrese Louny
na rozhrani Usteckého a Stiedoteského kraje. Tato lokalita se nachazi v blizkosti
meésta Kryry pfiblizné 1,3km jihozapadnim smérem od Zelezni¢niho néadrazi. Jedna

se 0 svah nad silnici na Bfeznici.

Orchis purpurea se zde tedy vyskytuje na jizné orientovaném svahu v nadmortské

vySce priblizné 350-375 m., v dubovém velmi prosvétleném lesostepnim porostu.
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Pod touto strani protéka potok Breznice a Podvinecky. Lokalita ¢ita priblizn€ okolo

20-40 kvetoucich jedinct za rok. Lokalita neni v Zadném zajmu ochrany piirody.

Z bylin se na této lokalit¢ vyskytuje naptiklad Anthericum liliago, Anthericum
ramosum, Securigera varia, Scabiosa canescens, Aster amellus, Trifolium alpestre,
Geranium sanguineum, Stipa pennata, Anthriscus sylvestris, Astragalus cicer,
Astragalus glycyphyllos, Melittis melissophyllum, Cephalanthera damasonium, Inula
hirta, Carex humilis, Myosotis sparsiflora, Veronica teucrium, Veronica
vindobonensis, Anemone sylvestris, Cotoneaster integerrimus, Peucedanum cervaria,
Salvia verticillata, Vincetoxicum hirundinaria, Platanthera chlorantha (ojedinéle),

Orobanche kochii, Thalictrum minus, Orchis purpurea.

Dle geologické mapy se jednda o sediment zpevnény, hnédocCervené jilovce,
prachovce a piskovce. Jedna se o soustavu Cesky masiv, oblast svrchni karbon a
perm, region stiedoCeské a zapadoceské mlads§i paleozoikum, souvrstvi lifiské

(www.mapy.geology.cz).

Obrdzek 15: Strari u mésta Kryr
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5 Metodika

5.1 Terénni prace:
U nami zkoumaného druh Orchis purpurea probiha obdobi kveteni v rozmezi od
poloviny dubna do konce Cervna a dozravani tobolek a vypadavani semen probiha

v rozmezi kvétna a srpna, v tato obdobi musi tedy prob&hnout terénni prace.

Terénni prace spocivaly ve zhodnoceni stanoviStnich podminek a stavu populace
druhu Orchis purpurea, a to zméfenim parametrt fitness a odebranim tobolek pro in

situ a ex situ vysevy semen.

Na kazdé z Sesti zkoumanych lokalit byly urceny tfi rostliny z kazdé z kategorii
podle rozdilnych parametra fitness (viz tabulka ¢. 6). Rostliny musely spliiovat
kritéria pro zafazeni do jednotlivych kategorii pro malé, primérné a velké rostliny. U
jedinca, ktefi spliovali parametry fitness podle jednotlivych kategorii, byly
odebirany tobolky pro nasledné vysevy semen. Na kazdé¢ lokalité byly tedy odebrany
z kazdé kategorie rostlin dvé tobolky ze tii rostlin. Tobolky byly odebirany ze spodni
strany kvétenstvi z divodl predpokladané vétsi zralosti, jelikoz kvéty se zacinaji
rozvijet od spodu kvétenstvi.

Tabulka 6: Rozméry kategorii rostlin podle kategorii parametrd fitness

Kategorie parametrt fitness | Vyska prytu Pocet listd | Pocet kvétl
(cm) (cm) (ks)

Malé rostliny do 34 do3 do 35

Stiedni rostliny 35-69 4-5 36-55

Velké rostliny 70 avice 6 a vice 56 a vice

Tobolky byly sbirany skalpelem, ukladany do papirovych sackd a nasledné meésic
ptichycené ve volném prostoru pro doschnuti a dozrani (1 mésice) a poté uskladnény

ve 4°C ve tmé v chladnicce.

Terénni prace probihaly v letech 2020 a 2021.
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5.2 Laboratorni prace
Laboratorni prace se skladaly z pokusu vysevii metodou in vitro a ex situ. Postupy

jednotlivych pokust jsou uvedeny nize.

5.2.1 Vysevy semen metodou in vitro

V zafi roku 2020 byla provedena prvni ¢ast pokusu vysevi semen metodou in vitro.
V tomto roce byl pokus zaméfen mimo jiné na rizné zpuisoby stratifikace semen,
konkrétné zptusoby povrchové sterilizace a skarifikace semen rozliSenych podle doby
ucinku pouzivanych latek a podle pouziti chlornanu vapenatého spolu s kyselinou
sirovou, nebo pouze chlornanu vapenatého. Semena v tomto roce byla tedy
sledovana v zavislosti na jednotlivych lokalitach, parametrech fitness rostlin a
zpusobu povrchové sterilizace a skarifikace semen. V tomto roce bylo vyseto 324
vzorku (vyseta semena do Zivného média v Petriho miskach). U kazdé z Sesti lokalit
byla semena rozdé€lena podle parametri fitness a stratifikovana Sesti zpusoby

popsané nize. Pro kazdy druh stratifikace semen byly vysety ti1 vzorky.

V zafi roku 2021 probéhla druha cast pokusu vysevu touto metodou. V tomto roce
byl jiz pouzit pouze jeden zpisob stratifikace semen, a to konkrétné varianta d
popsana nize. Semena byla tedy v tomto roce sledovéana v zavislosti na jednotlivych
lokalitach a parametrech fitness rostlin. V tomto roce bylo vyseto 54 vzorku (zaseta
semena do zivného média v Petriho miskach). U kazdé z Sesti lokalit byla semena
rozdélena podle parametrt fitness a pro kazdou sledovanou skupinu byly vysety tfi

vzorky.

Déale v tomto roce probéhl pridruzeny pokus zamétujici se na druhy médii. Tento
pokus si kladl za cil prokédzat Gcinnost kinetinu (cytokinin) a aktivniho uhli
pfidanych do média BM1 na zivotaschopnosti a kli¢ivosti semen. V tomto pokusu
byla semena rozdélena podle jednotlivych lokalit, stratifikovana stejnym zptisobem
(varianta d, uvedeno nize) a vyseta na Ctyfi druhy médii (viz. tab. ¢. 8). Dohromady

bylo vyseto 72 vzorkd.

5.2.1.1 Priprava Zivnych médii
Zivna média pro in vitro vysevy semen druhu Orchis purpurea byla piipravovana

smichanim média BMI1 (Phygenera), kinetinu (dale uz jen KIN), MES (2-

ethansulfonova kyselina) a aktivniho uhli (dale uz jen AC). V nasledujici tabulce €. 7
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je uvedeno presné slozeni a mnozstvi jednotlivych latek. Hladina pH médii bylo

stabilizovano na rozmezi 5,5- 5,6.

Meédia byla pfipravovana nésledovné:

Pro sterilizaci médii v autoklavu byly pouzivany pro to urené uzaviratelné
lahve s objemem 0,5 litru, proto je nejprve nutné prepocitat mnozstvi
ptidavanych latek na 0,5 litru.

Nejprve bylo do sklenéné kadinky ptidano 21,191 (g/l) BM1 (slozeni viz.
tabulka ¢. 7) a MES (2-ethansulfonova kyselina) (1 g/1) a doplnéno
demineralizovanou vodou do pfiblizné tfi Ctvrtin potiebného konecného
mnozstvi média. Dale byl pfimichan kinetin (1 mg/l) a demineralizovana

voda doplnéna do 0,4 1.

Nasledné bylo pH méfeno pomoci pH metru a stabilizovano na rozmezi 5,5—
5,6 pomoci hydroxidu draselného (mol™') pfi potieb& zvyseni nebo kyseliny

chlorovodikové (mol ') pii potiebé sniZen.
Dale bylo ptfidano aktivni uhli (0,5 g/1) a nasledné gerlit (5 g/1).

Vsechny pridané latky byly néasledné rozmichavany na ohfivaci magnetické

michacce.

Poté bylo ze sklenéné kadinky pfipravené médium prelito do pfipravenych
uzaviratelnych lahvi (0,5 1). Tyto naplnéné lahve byly vlozeny do autoklavu
na 15 minut pfi teploté 121°C. Dalezité je nezapomenout povolit uzaviratelna

vicka sklenic.

Po dokonceni autoklavovani je nutné pockat, nez teplota a tlak klesne na
nulu, poté se dvirka povoli a sklenice se musi nechat vychladnout na cca
40°C. Nasledné se média opatrné ve Flow boxu rozlévala do jednotlivych

Petriho misek (20 ml na jednu Petriho misku).

Rozlitd média uzaviena druhou ¢asti Petriho misky byla nasledné€ uzaviena
v polyetylenovych sackach a ulozena ve tmé. Pro samotny vysev je potieba

nechat média nékolik dni utuhnout a sledovat, zda se neprojevi kontaminace.
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Tabulka 7: SloZeni a mnoZstvi Iatek obsaZenych v Zivném médiu, upravend tabulka z webové stranky
www.phygenera.de

mg/l
Slozeni komercniho média BM1
Kyselina borita 10
Chlorid kobaltovy*6H20 0,25
Siran méd’naty*SH20 0,25
Na2 EDTA<2H20 37,25
Siran zeleznaty*7H20 27,85
Siran hotfeCnaty 100
Siran manganaty*H20 25
Kyselina molybdicka <2H20 0,25
Fosfore¢nan draselny 300
Siran zinec¢naty*7H20 10
D-Biotin 0,05
Kasein enzymaticky hydrolyzat 500
Kyselina listova 0,5
L-glutamin 100
Glycin 0,5
Myo-inositol 100
Kyselina nikotinova 5
Pyridoxin*HCI 0,5
Sacharéza 20000
Thiamin*HCI 0,5
Celkem 21191
Dalsi pfidané latky
Gerlit 5000
MES 1000
Aktivni uhli 500
Kinetin 1

Pro pfidruzeny pokus na druhy médii, ktery si kladl za cil prokéazat Gi¢innost kinetinu
(cytokinin) a aktivniho uhli pfidanych do média BM1. Byly pfipraveny Ctyfi druhy
médii (viz tabulka ¢. 8). Médium Ccislo 4 obsahujici kinetin 1 aktivni uhli bylo

pouzivano v hlavnich pokusech vysevu in vitro v roce 2020 a 2021.
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Tabulka 8: Tabulka zobrazujici druhy médii a jejich sloZeni, které byly pouZity pro pridruZeny pokus, ktery si klad!
za cil prokdzat ucinnost kinetinu a aktivniho uhli pridanych do média BM1 na Zivotaschopnost a klicivost semen

Ciselné | Zakladni médium Pridavané latky, u kterych byla
oznaceni zjistovana jejich ucinnost
média

Médium | BM1 (21,191 g/l) + MES | AC (0,5 g/1)

¢. 1 (1 g/) + Gerlit (5 g/)

Médium | BM1 (21,191 g/1) + MES

¢.2 (1 g/) + Gerlit (5 g/)

Médium | BM1 (21,191 g/1) + MES | KIN (1 mg/l)

¢.3 (1 g/ + Gerlit (5 g/l)

Médium | BM1 (21,191 g/1) + MES | AC (0,5 g/1) KIN (1 mg/l)
¢. 4 (1 g/) + Gerlit (5 g/)

5.2.1.2 Stratifikace (povrchovd sterilizace a skarifikace semen)
Povrchova sterilizace a skarifikace semen byla provadéna Sesti zpusoby.

K povrchové sterilizaci a skarifikaci semen byl pouzit 70% lih, 2% kyselina sirova

(H2SO4) a 2 % chlornan vapenaty Ca(OCl)..

Varianty pouzitych druhii povrchové sterilizace a skarifikace semen: pouzivané latky

jsou uvedené v poradi, ve kterém byly nabirany.
a) lih: 4-5 minut, H2SO4. 10 minut, Ca(OCl)2: 5 minut
b) lih: 4-5 minut, H>SO4: 10 minut, Ca(OCl)2: 8 minut
c¢) lih: 4-5 minut, H>2SO4: 10 minut, Ca(OCI)22: 11 minut
d) lih: 4-5 minut, Ca(OCl)2: 5 minut
e) lih: 4-5 minut, Ca(OCl)2: 8 minut
f) lih: 4-5 minut, Ca(OCl)2: 11 minut

K povrchové sterilizaci a skarifikaci semen byly pouzity: Laurentovi plastové
injek¢ni stiikacky (objem 5Sml), dva rozméry nastavnych injekcnich jehel (vétsi: G1,2
pro stratifikaci, mensi: G1,6 pro vysevy), nylonova sitovina slouzici pii nabirani a

proplachovani sterilizacnich latek, tak aby semena nepropadéavala, pfipravené
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povrchové sterilizacni a skarifika¢ni latky a demineralizovana voda viz obrazek ¢.

16.

Povrchova sterilizace a skarifikace semen probiha nasledovné:

Ptiprava sterilizacnich a skarifikacnich latek: roziedéni 96 % lihu na 70 %,
roziedéni 33 % kyseliny sirové (H2SO4) na 2 % a pfiprava 2% roztoku
chlornanu véapenatého (Ca(OCl),) (roziedéni 10 g chlornanu vapenatého v 50
ml destilované vody a po 60 minutach prefiltrovani filtranim papirem do

nové barnky).

Priprava sterilni destilované vody autoklavovanim (121 °C po dobu 15 minut)

destilované vody, slouzici k proplachovani dezinfek¢nich latek.

Nastiihani nylonové sitoviny sokem 42 mikrometru na malé Ctverce o

rozmérech 2x2 cm.

Homogenizace semen dle jednotlivych kategorii urCenych podle lokality,
rozdilnych parametrt fitness a druhu dezinfekce. Homogenizace probihala

promichanim semen z tobolek ze tfi rostlin dle jednotlivych kategorii.

Umisténi semen do injek¢nich stfikacek vysunutim a zpétnym zasunutim
; . vt o iy .
pistu stfikacky a pfilozeni nylonové sitoviny ke Spicce strikacky, kterou

nasledné upevni nasazena injek¢ni jehla (uzsi).

Ptiprava Petriho misek: popis misek dle kategorii semen a jejich umisténi do

laboratorni digestore.

Ptiprava stopek a soupisu Cast jednotlivych dezinfekcnich latek pro moznost
vysevu u vice vzorki najednou. Konkrétné byly u kazdé kategorie vysety

semena do tfi Petriho misek.

Povrchova sterilizace a skarifikace semen: probihala nabiranim jednotlivych
latek do injek¢éni stiikacky a ponechavanim semen v pouzivanych latkach po
stanovené Casové rozhrani. Mezi jednotlivymi latkami je potieba semena 3x
proplachnout v pfipravené sterilni destilované vodé. Po kone¢ném
proplachnuti se opatrné odebere jehla se sitovinou a pfipevni se samotna

jehla (vétsi) skrze kterou se nasledné vysévaji semena do pfipravenych
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zivnych médii v Petriho miskach v aseptickych podminkéach laminarniho

boxu s horizontalnim proudénim vzduchu (Flow boxu).

Obrdzek 16: Pripravend média, dezinfekcni Idtky a semena druhu Orchis purpurea v injekénich stfikackdch pro
vysevy v roce 2020

5.2.1.3 Dokonceni prace po vysevu semen a uskladnéni vzorkii

Po dokonceni vysevi je nutné mit piipravené nastfihané pasy Parafilmu (Sitka 2-3
cm a délka 10 cm), kterymi upevnime horni ¢ast Petriho misky na spodni, ve které
prob&hl vysev do zivného média. Parafilmové pasky byly na jeden vzorek pouzity

dva kusy.

Vzorky byly nasledné uskladnény v klimaboxech 12 mésici ve tmé pii teploté

22+0,2°C.

5.2.1.4 Vyhodnoceni vzorku
Po uplynuti 12 mésici uskladnéni byly jednotlivé vzorky semen viz obrazek ¢. 17

foceny digitalnim mikroskopem typu Leica DVM6 M. Fotky semen a protokormu
byly nasledné okularné vyhodnocovany. U kazdého vzorku byla pocitana semena
zivotaschopna, nezivotaschopna a protokormy do 100 kusu. Z vyslednych dat byla

vyhodnocovana Zivotaschopnost a kli¢ivost semen. Zivotaschopnost semen byla
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pocitana z zivotaschopnych semen vcCetné protokormu a kliCivost semen pouze z

protokormi.

Obrdzek 17: Vzorky semen a protokormt druhu Orchis purpurea pripravené k foceni na mikroskopu Leica
5.2.1.4.1 Zivotaschopna a neZivotaschopnd semena

Jako zivotaschopna semena byla urcena semena, u kterych je patrné, ze se uvnitf
vyskytuje embryo a vyvinuté protokormy a jako nezivotaschopna byla urCena
semena poloprazdna a prazdna. Ukéazka vyhodnocovani semen je znazornéna v nize

vlozenych fotografii €. 18 a 19 z mikroskopu Leica DVM6 M.
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Obrdzek 18: Zivotaschopnd semena (semena s vyvinutym embryem) druhu Orchis purpurea

Obrdzek 19: NeZivotaschopnd semena (semena s nevyvinutym embryem) druhu Orchis purpurea
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5.2.1.4.2 Protokormy
Protokormy jsou semena, ktera zacCala klicit ve formé stadia nezeleného vyhonku

neboli protokormu (viz obrazky ¢. 20 a 21).

Obrdzek 20: Vyvinuté protokormy druhu Orchis purpurea foceny mikroskopem Leica DVM6 M

Obrdzek 21: Vyvinuty protokorm druhu Orchis purpurea focen mikroskopem Leica DVM6 M
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5.2.2 Vysevy semen metodou ex situ
Pro pokus vysevii semen metodou ex situ byla semena opét rozliSena podle

jednotlivych lokalit a parametru fitness.

K pokusu byly potieba diaramecky, nylonova sitovina, odebrané (dezintegrované)

pudy z jednotlivych lokalit, netkana textilie a zahradni bedynka.

V tomto pokusu bylo vyseto Sest vzorkt (diarameckd se semeny v nylonové

sitoving) se semeny podle jednotlivych lokalit, které obsahovaly 100 ks.
Samotny pokus probihal nasledovné:
e (QOdebrani dezintegrovanych vzorkt pudy z jednotlivych lokalit.

e Priiprava zahradni bedynky, do které byly umistény seSité kapsy z netkané

textilie naplnéné piidou z jednotlivych lokalit.

e Priprava diaramecCkt a nastfihani nylonové sitoviny s okem 42 mikrometra
v takové velikosti, aby se sitovina dala pteklopit a zaroven byla o pfiblizné

centimetr vét§i nez samotny diardmecek.

e Semena podle jednotlivych kategorii v zavislosti na lokalité a parametrech

fitness rostlin byla spocitana po 100 kusech pod binolupou.

o Kazda kategorie semen byla nasledné vlozena do sitoviny a vlozena do
otevieného diardmecku, ktery naslednym zaklapnutim upevni semena
v sitoving.

e Pripravené diaramecCky se semeny byly ulozeny do pfipravené pudy
v kapsach z netkané textilie. Tyto kapsy byly ulozeny v zahradni bedynce a

umistény do pripraveného vykopaného otvoru v pide.

e Po dvou letech byly diaramecky vyjmuty. Samotné ramecky se musely
nejprve omyt, nasledné opatrn€ rozeviit a nechat par minut vyschnout
sitovinu se semeny. Nasledné byla semena opatrné §téteckem presunuta do

Petriho misky.

e Semena v Petriho miskach po jednotlivych variantach dle riznych lokalit a

parametru fitness byla pfesunuta pod binolupou. Pod misku byl polozen Cerny
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papir, aby byla semena dobfe vidét. Nasledné¢ byla semena spocitana a

vyhodnocena na zivotaschopnd, nezivotaschopna a protokormy.

5.2.2.1 Prace s daty
Vysledna data byla zpracovavana v programu Statistika 14. K zobrazeni vysledkt

byly pouzity krabicové grafy.

Normalita dat byla zjistovana pomoci Kolmogorov-Smirnovova testu. Za ucelem
zlepSeni distribuce hodnot proménnych sjinym, nez normalnim rozdelenim byla
provedena transformace dat (odmocnéni, zlogaritmovani), normality dat ale nebylo

dosazeno.

Byly provadény analyzy porovnavajici vice vybéra. Pfi testovani rozdilt hodnot byla
v ptipadé€ normalniho rozdé€leni dat pouzita parametrickd analyza variance, konkrétné
F test (ANOVA), v opacném pripadé Kurskal-Wallistv test. Konkrétni rozdily mezi
jednotlivymi lokalitami, kategoriemi parametrd fitness rostlin a druhy médii byly

zjisfovany pomoci post hoc testd konkrétné LSD Fisher testu.

Ve vyslednych grafech jsou porovnavany a ocislovany konkrétni lokality, kategorie
parametru fitness a druhtl médii. Legenda oznaceni je popsana nasledovné v tabulce

¢. 9.

Tabulka 9: PouZivané Ciselné oznaceni porovndvajicich kategorii

Cislo Lokalita Druh média Kategorie parametru
oznaceni fitness
PR Malé

1 Milska stran BMI+AC rostliny
NPR Y )
2 Karlstejn BM1 Stredni rostliny
3 PP Chotuc | BMI1+KIN Velke
rostliny
4 NPR Ctvrt¢ | BMI+KIN+ AC
5 Skalicka
6 Kryry
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6 Vysledky

6.1 Vysevy semen metodou ex situ

Hlavnim cilem tohoto experimentu bylo zjistit kli¢ivost semen, tedy zda po obdobi,
kdy jsou semena zakopana v pud€, se ze semen vyvinou protokormy. Dal$im krokem
bylo urcit, zda existuji rozdily v podilu zivotaschopnych semen (nevykliCena semena
s pln€ vyvinutym embryem plus semena ze kterych se vyvinuly protokormy) mezi

jednotlivymi lokalitami.

Dalsi testovanou otazkou bylo, zda zéavisi zivotaschopnost semen na kategorii
parametru fitness rostlin, ze kterych byla semena sebrana. Pro kazdou ze Sesti lokalit
byly vytvoreny tii ramecCky podle parametru fitness mateCnych rostlin (kategorie

malé, stfedni a velké rostliny). Celkem bylo analyzovano 18 vzorku.

Ani po dvou letech trvani experimentu nevznikl jediny protokorm. Kli¢ivost semen

byla tedy nulova. Znacné mnozstvi semen vsak zlstalo v zZivotaschopném stavu.

Bylo tedy alespori analyzovano, zda je podil zivotaschopnych semen rozdilny
v zavislosti na lokalité, nebo kategorii fitness. Ani jedna ztéchto dvou analyz

nepfiinesla signifikantni rozdily mezi lokalitami (tabulka ¢. 10).

U zkoumani vlivu lokality na zivotaschopnost semen se pohybovaly hodnoty podilu
zivotaschopnych semen od 0,32 % do 0,44 % a mezi lokalitami byly zjevné rozdily
(nejvyssi  zivotaschopnost lokalita ¢. 4 a nejniz§i ¢ 6). Hlavnim divodem
nesignifikantniho vysledku je nizky pocet vzorkl a zejména opakovani (obr. ¢. 22 a

23).

U vlivu parametra fitness se zda, ze mezi jeho kategoriemi nejsou témeér zadné
vyznamné rozdily, jelikoz rozmezi hodnot Zzivotaschopnosti je pomérné uzké a

pohybuje se od 0,33 % do 0,38 %.

Protokormy pro ur€eni kli¢ivosti semen nebyly nalezeny na zadné ze sledovanych

lokalit.
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Tabulka 10: Vysledky statistickych analyz z vysevu ex situ

Vysevy ex situ F-test KW-H | Hladina vyznamnostip
Podil Zivotaschopnosti semen z nalezenych 7,06 0,216

v zavislosti na lokalité

Podil Zivotaschopnosti semen z nalezenych 2,35 0,309

v zavislosti na parametrech fitness

Podil zivotaschopnych semen z nalezenych v zavislosti na lokalité
0,60 . ; . ;
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Obrdzek 22: Graf popisujici podil Zivotaschopnych semen z nalezenych v zdvislosti na lokalité. Sbér tobolek a
vysev semen probihal v roce 2020. Oznaceni lokalit je zobrazeno ciselné: lokalita ¢. 1 (PR Milskd strdn), lokalita C.
2 (NPR Karlstejn), lokalita & 3 (PP Chotuc), lokalita & 4 (NPR Ctvrté), lokalita & 5 (lokalita u obce Skalicka),
lokalita ¢. 6 (lokalita u mésta Kryry). Rozdil( je pro vsechny pfipady nepriikaznd na hladiné p= 0,216.
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Podil zivotaschopnych semen z nalezenych v zavislosti na parametrech fitness
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Obrdzek 23: Graf popisujici podil Zivotaschopnych semen z nalezenych v zdvislosti na kategorii parametrd fitness
rostlin. Sbér tobolek a vysev semen probihal v roce 2020. Oznaceni parametr( fitness je zobrazeno Ciselné:
kategorie ¢. 1 (malé rostliny), kategorie ¢. 2 (stredni rostliny), kategorie ¢. 3 (velké rostliny). Signifikace rozdilu je
pro vSechny pripady neprikaznd na hladiné p=0,309.

6.2 Vysevy semen metodou in vitro

Vyhodnocovani dat bylo rozdé€leno do tii pokust. Prvni pokus zaméfujici se na
kli¢ivost a zivotaschopnost semen v zavislosti na druhu stratifikace (konkrétné
povrchové sterilizace a skarifikace semen), lokalité a kategoriich parametrt fitness
rostlin probihal v roce 2020. Druhy pokus zkoumajici zivotaschopnost a klic¢ivost
semen v zavislosti na lokalité a kategorii parametru fitness rostlin nasledoval v roce
2021, a treti také vroce 2021, avSak jednalo se o pfidruzeny pokus zkoumajici
predevsim ucinnost kinetinu (cytokinin) a aktivniho uhli ptfidavanych do média BM1.
U tohoto pokusu byla semena rovné€z vysazovana dle jednotlivych zkoumanych
lokalit.

Vysledky statistickych analyz zobrazujici zavislosti zivotaschopnosti a klicivosti
semen na konkrétni zkoumané lokalité, fitness rostlin, stratifikaci nebo druhu média

jsou shrnuty v tabulce ¢. 11.
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Zivotaschopnost semen znamena, ze bylo pocitdno s zivotaschopnymi semeny

(semena, ktera maji vyvinuté embryo) vcetné protokormu. Kli¢ivost semen byla

zjistovana pouze z poctu vykli¢enych protokormu.

Tabulka 11: Vysledky statistickych analyz z vysevi in vitro

Vysevy in vitro F-test KW Hladina vyznamnosti p
Zivotaschopnost semen v zavislosti na 0,58 0,720
zpUsobu stratifikace, 2020

Klicivost semen v zavislosti na zplsobu 4,72 0,451
stratifikace, 2020

Zivotaschopnost semen v zavislosti na 11,79 <0,001
lokalité, 2020

Kli¢ivost semen v zavislosti na lokalite, 52,53 <0,001
2020

Zivotaschopnost semen v zavislosti na 4,51 0,012
parametrech fitness, 2020

Klicivost semen v zavislosti na parame- 10,45 0,005
trech fitness, 2020

Zivotaschopnost semen v zavislosti na 7,79 <0,001
lokalité, 2021

Kli¢ivost semen v zavislosti na lokalite, 9,68 0,085
2021

Zivotaschopnost semen v zavislosti na 5,22 0,009
parametrech fitness, 2021

Klicivost semen v zavislosti na parame- 5,01 0,082
trech fitness, 2021

Zivotaschopnost semen v zavislosti na 15,26 0,002
lokalité, pokus média, 2021

Kli¢ivost semen v zavislosti na lokalite, 19,23 0,002
pokus média, 2021

Zivotaschopnost semen v zavislosti na 3,65 0,017
duhu média 2021

Kli¢ivost semen v zavislosti na duhu 7,04 0,071
média 2021

6.2.1 Zavislost zivotaschopnosti a kli¢ivosti semen na lokalité

Vysledky statistickych analyz zobrazujici zivotaschopnost semen v zavislosti na

lokalité byly ve vSech piipadech signifikantni.

Lokalita ¢. 5 méla opakované jedny z nejnizSich podilti Zivotaschopnosti semen.
Nizkou zivotaschopnost semen méla také v roce 2020 lokalita ¢. 1 a vroce 2021

lokality €. 2 a 3. Nejvyssi zivotaschopnost semen méla opakované lokalita €. 4 a
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v roce 2020 lokalita ¢. 6. Pomérné vysokou zivotaschopnost semen méla opakované

také lokalita ¢. 1.

Vysledky statistickych analyz zobrazujici klicivost semen v zavislosti na lokalité
byly signifikantni v roce 2020 a 2021 u pokusu s druhy médii. V roce 2021 vysla
analyza nesignifikantni, avSak hladina pravdépodobnosti se pohybovala v tésné
blizkosti hladin€ prikaznosti, proto jsou vysledky i pfes to uvedeny pro piipadné
podpofteni trendd z ostatnich analyz.

Nejnizsi zivotaschopnost semen méla ve vSech piipadech lokalita ¢. 6. Nizkou

v

zivotaschopnost semen me¢la také opakované lokalita ¢. 4. Nejvyssi zivotaschopnost
semen mela ve vSech pripadech lokalita ¢. 5. Pomérné vysokou zivotaschopnost

semen mely opakované také lokality €. 1 a 2.
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Obradzek 24: Graf popisujici Zivotaschopnost semen (pocet Zivotaschopnych semen v¢. protokorm(i) v zdvislosti na
lokalité. Sbér tobolek a vysev semen probihal v roce 2020. Oznaceni lokalit je zobrazeno Ciselné: lokalita ¢. 1 (PR
Milskd strdri), lokalita & 2 (NPR KarlStejn), lokalita ¢ 3 (PP Chotuc), lokalita & 4 (NPR Ctvrté), lokalita & 5
(lokalita u obce Skalicka), lokalita ¢. 6 (lokalita u mésta Kryry). Priikaznost rozdild je vyznacena standardni
pismenkovou konvenci. Signifikace rozdili je pro vsechny pripady prikaznd na hladiné p= <0,001.

Obrazek cislo 24 zobrazuje krabicovy diagram porovnavajici zivotaschopnost semen
v zavislosti na lokalit€é u druhu Orchis purpurea v roce 2020. Prukaznost rozdilu je
vyznacena standardni pismenkovou konvenci, kdy se shoduji lokalita¢. 1 a5,2a4 a

zaroven lokality €. 2 a 4 slokalitou ¢. 3. Nejvyssi zivotaschopnost semen mély
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rostliny na lokalit¢ ¢. 6 (Kryrska stran) s pruimérem 69,87 ks ze 100, nejnizsi
zivotaschopnost naopak lokalita ¢. 1 (PR Milska stran) s prumérem 55,18 ks ze 100.

Signifikace rozdili je pro vSechny pfipady prukazna na hladine p= <0,001.
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Obrdzek 25: Graf popisujici Zivotaschopnost semen (pocet Zivotaschopnych semen v¢. protokormd) v zdvislosti na
lokalité. Sbér tobolek a vysev semen probihal v roce 2021. Oznaceni lokalit je zobrazeno cCiselné: lokalita ¢. 1 (PR
Milskd strdri), lokalita & 2 (NPR Karlstejn), lokalita ¢ 3 (PP Chotuc), lokalita & 4 (NPR Ctvrté), lokalita & 5
(lokalita u obce Skalicka), lokalita ¢ 6 (lokalita u mésta Kryry). Prikaznost rozdili je vyznacena standardni
pismenkovou konvenci. Signifikace rozdili je pro vSechny pripady prikaznd na hladiné p= <0,001.

Obrazek cislo 25 zobrazuje krabicovy diagram porovnavajici zivotaschopnost semen
v zavislosti na lokalit€é u druhu Orchis purpurea v roce 2021. Prukaznost rozdila je
vyznacena standardni pismenkovou konvenci, kdy se shoduji lokalita ¢. 3 a 5,
zaroven tyto lokality slokalitou ¢. 2, dale lokality ¢. 2 a 6, 1 a 6. Nejvyssi
Zivotaschopnost semen mély rostliny na lokalité 4 (NPR Ctvrté) s primérem 81 ks ze
100 a nejnizsi kli¢ivost naopak lokalita 3 (PP Chotuc) s prumérem 59,56 ks ze 100.
Signifikace rozdilt je pro vSechny piipady prikazna na hladin€ p= <0,001.
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Pocet zivotaschopnych semen vé. protokormu v zavislosti na lokalité, média
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Obrdzek 26: Graf popisujici Zivotaschopnost semen (pocet Zivotaschopnych semen v¢. protokormd) v zdvislosti na
lokalité. K této analyze byl pouZit soubor dat urceny primdrné k zjisténi ucinnosti kinetinu a aktivniho uhli
v pouZivaném médiu BM1 v zdvislosti na Zivotaschopnosti a kli¢ivosti semen. Jednalo se o celkové pocty
Zivotaschopnych semen vcetné protokormi z vysevi na médiich 1 aZ 4. Sbér tobolek a vysev semen probihal
v roce 2021. Oznaceni lokalit je zobrazeno Ciselné: lokalita ¢. 1 (PR Milska stran), lokalita ¢. 2 (NPR KarlStejn),
lokalita & 3 (PP Chotuc), lokalita & 4 (NPR Ctvrté), lokalita & 5 (lokalita u obce Skali¢ka), lokalita & 6 (lokalita u
mesta Kryry). Prikaznost rozdili je vyznacena standardni pismenkovou konvenci. Signifikace rozdild je pro
vSechny pfipady prikaznd na hladiné p= <0,001.

Obrazek cislo 26 zobrazuje krabicovy diagram porovnavajici zivotaschopnost semen
v zavislosti na lokalit¢ u druhu Orchis purpurea v roce 2021. Data byla ziskana
z pokusu tykajici se ucinnosti kinetinu a aktivniho uhli vmédiu BMI1 na
zivotaschopnost a kliivost semen. Prukaznost rozdili je vyznaCena standardni
pismenkovou konvenci, kdy se shoduji lokalita ¢. 2, 3, 5 a 6. Nejvyssi
Zivotaschopnost semen mély rostliny na lokalité 4 (NPR Ctvrt&) s primérem 79,08 ks
ze 100, nejnizsi klicivost naopak lokalita 5 (Skalicka) s praimérem 52,50 ks ze 100.
Signifikace rozdili je pro vSechny piipady prikazna na hladine p= <0,001.
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Pocet protokormu v zavislosti na lokalité
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Obrdzek 27: Graf popisujici klicivost semen (protokormy) v zdvislosti na lokalité. Sbér tobolek a vysev semen
probihal v roce 2020. Oznaceni lokalit je zobrazeno Ciselné: lokalita ¢. 1 (PR Milskd stran), lokalita ¢. 2 (NPR
Karlstejn), lokalita ¢ 3 (PP Chotuc), lokalita ¢&. 4 (NPR Ctvrté), lokalita ¢. 5 (lokalita u obce Skalicka), lokalita & 6
(lokalita u mésta Kryry). Priikaznost rozdili je vyznacena standardni pismenkovou konvenci. Signifikace rozdild je
pro vSechny pripady prikaznd na hladiné p= <0,001.

Obrazek Ccislo 27 zobrazuje krabicovy diagram porovnavajici kli¢ivost semen
v zavislosti na lokalit€é u druhu Orchis purpurea v roce 2020. Prukaznost rozdilu je
vyznacena standardni pismenkovou konvenci, kdy se shoduji lokality ¢. 2 a 3 a
zaroven lokality ¢. 2 a 3 slokalitou ¢. 4, dale lokality €. 1 a 5 a 4 a 6. Nejvyssi
kli¢ivost semen mély rostliny na lokalité ¢. 5 (Skalicka) s primérem 1,72 ks ze 100,
nejnizsi kliivost naopak lokalita 6 (Kryry) s pramérem 0,15 ks ze 100. Signifikace
rozdila je pro vSechny pfipady prukazna na hladiné p= <0,001.
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Obrazek 28: Graf popisujici klicivost semen (protokormy) v zdvislosti na lokalité. Sbér tobolek a vysev semen
probihal v roce 2021. Oznaceni lokalit je zobrazeno cCiselné: lokalita ¢. 1 (PR Milska strdri), lokalita ¢ 2 (NPR
Karlstejn), lokalita ¢& 3 (PP Chotuc), lokalita & 4 (NPR Ctvrté), lokalita & 5 (lokalita u obce Skalicka), lokalita ¢&. 6
(lokalita u mésta Kryry). Signifikace rozdild je pro vSechny pripady neprikaznd na hladiné p= 0,085.

Obrazek cislo 28 zobrazuje krabicovy diagram porovnavajici klicivost semen
v zavislosti na lokalité u druhu Orchis purpurea vroce 2021. Nejvyssi klicivost
semen mély rostliny na lokalité ¢. 5 (Skalicka) s primérem 8,0 ks ze 100, nejnizsi
klic¢ivost naopak lokalita 6 (Kryry) s primérem 1,44 ks ze 100. Signifikace rozdill je
pro vSechny pfipady neprikazna na hladiné p= 0,085.
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Pocet protokormu v zavislosti na lokalité, média
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Obrdzek 29: Graf popisujici klicivost semen (protokormy) v zavislosti na lokalité. K této analyze byl pouZit soubor
dat urceny primdrné k zjisténi ucinnosti kinetinu a aktivniho uhli v pouZivaném médiu BM1 na Zivotaschopnosti a
klicivosti semen. Jednalo se celkové pocty vyklicenych semen z vysevi na médiich 1 aZ 4. Sbér tobolek a vysev
semen probihal v roce 2021. Oznaceni lokalit je zobrazeno Ciselné: lokalita ¢. 1 (PR Milska strdri), lokalita ¢. 2
(NPR Karlstejn), lokalita & 3 (PP Chotuc), lokalita & 4 (NPR Ctvrté), lokalita & 5 (lokalita u obce Skalicka), lokalita
¢. 6 (lokalita u mésta Kryry). Prikaznost rozdili je vyznacena standardni pismenkovou konvenci. Signifikace
rozdilii je pro vsechny pfipady prikaznd na hladiné p= 0,002.

Obrazek cislo 29 zobrazuje krabicovy diagram porovnavajici pocet protokormu
v zavislosti na lokalit¢ u druhu Orchis purpurea v roce 2021. Data byla ziskana
z pokusu tykajici se zkoumani ucCinnosti kinetinu a aktivniho uhli pfidanych do
média BM1 na Zivotaschopnost a kliivost semen. Prukaznost rozdilt je vyznaCena
standardni pismenkovou konvenci, kdy se shoduji lokality 1, 2, 3, 4 a 6. Nejvyssi
klicivost semen mély rostliny na lokalité 5 (Skalicka) s prumérem 8,5 ks ze 100,
nejnizsi kliivost naopak lokalita 6 (Kryry) s pramérem 0,92 ks ze 100. Signifikace
rozdila je pro vSechny pfipady prukazna na hladiné p= 0,002.
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6.2.2 Zavislost zivotaschopnosti a kli¢ivosti semen na parametrech fitness
Vysledky statistickych analyz zobrazujici zZivotaschopnost semen v zavislosti na
lokalité byly ve vSech piipadech signifikantni.

v

Nejvyssi zivotaschopnost semen byla v roce 2020 u kategorie parametrt fitness €. 3 a
nejnizsi u kategorie parametrti fitness ¢. 1. V nasledujicim roce 2021 vysly trendy

parametru fitness piesné€ naopak.

Vysledky statistickych analyz zobrazujici klicivost semen v zavislosti na kategorii
parametra fitness byly signifikantni v roce 2020. V roce 2021 vysla analyza
nesignifikantni, avSak hladina pravdépodobnosti se pohybovala v tésné blizkosti
hladiné prikaznosti, proto jsou vysledky v tabulce i ptes to uvedeny, pro piipadné

podpofteni trendd z ostatnich analyz.

v

Nejvyssi klicivost semen méla v roce 2020 kategorie fitness rostlin €. 2 a v roce 2021

lokalita €. 1. Nejnizsi kli¢ivost méla v obou piipadech kategorie fitness rostlin €. 3.
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Obrazek 30: Graf popisujici Zivotaschopnost semen (Zivotaschopnd semena v¢. protokorm() v zdvislosti na
kategorii parametrt fitness rostlin. Sbér tobolek a vysev semen probihal v roce 2020. Oznaceni kategorii
parametrd fitness rostlin je zobrazeno Ciselné: kategorie ¢. 1 (malé rostliny), kategorie ¢. 2 (stfedni rostliny),
kategorie ¢. 3 (velké rostliny). Prikaznost rozdili je vyznacena standardni pismenkovou konvenci. Signifikace
rozdilti je pro vsechny pfipady prikaznd na hladiné p= 0,012.

Obrazek cislo 30 zobrazuje krabicovy diagram porovnavajici zivotaschopnost semen

v zavislosti na parametrech fitness rostlin u druhu Orchis purpurea v roce 2020.
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Prukaznost rozdilt je vyznaCena standardni pismenkovou konvenci, kdy se shoduji
fitness rostlin ¢. 1 a 2. Nejvyssi zivotaschopnost semen mély rostliny s parametry

v

fitness €. 3 (nejvetsi rostliny) s prumérem 66,67 ks ze 100, nejnizsi zivotaschopnost
naopak rostliny s parametry fitness ¢. 1 s primérem 60,42 ks ze 100 (nejmensi

rostliny). Signifikace rozdilt je pro vSechny pfipady prikazna na hladiné p=0,012.
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Obrdzek 31: Graf popisujici Zivotaschopnost semen (Zivotaschopnd semena v¢. protokormd) v zdvislosti na
kategorii parametrt fitness rostlin. Sbér tobolek a vysev semen probihal v roce 2021. Oznaceni kategorii
parametrt fitness rostlin je zobrazeno Ciselné: kategorie ¢. 1 (malé rostliny), kategorie ¢. 2 (stfedni rostliny),
kategorie ¢. 3 (velké rostliny). Prikaznost rozdili je vyznacena standardni pismenkovou konvenci. Signifikace
rozdilii je pro vsechny pfipady prikaznd na hladiné p= 0,009.

Obrazek cislo 31 zobrazuje krabicovy diagram porovnavajici zivotaschopnost semen
v zavislosti na parametrech fitness rostlin u druhu Orchis purpurea v roce 2021.
Prukaznost rozdilt je vyznaCena standardni pismenkovou konvenci, kdy se shoduji
fitness rostlin ¢. 2 a 3. Nejvyssi zivotaschopnost semen mély rostliny s parametry
fitness ¢. 1 (nejmensi rostliny) s praimérem 74,56 ks ze 100, nejnizsi zivotaschopnost
naopak rostliny s parametry fitness ¢. 3 s primérem 63,11 ks ze 100 (nejmensi

rostliny). Signifikace rozdila je pro vSechny pfipady prukazna na hladiné p=0,009.
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Pocet protokormu v zavislosti na parametrech fitness
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Obradzek 32: Graf popisujici kli¢ivost semen (protokormy) v zavislosti na kategorii parametrt fitness rostlin. Sbér
tobolek a vysev semen probihal v roce 2020. Oznaceni kategorii parametrd fitness rostlin je zobrazeno Ciselné:
kategorie ¢. 1 (malé rostliny), kategorie ¢. 2 (stfedni rostliny), kategorie ¢. 3 (velké rostliny). Priikaznost rozdili je
vyznacena standardni pismenkovou konvenci. Signifikace rozdilt je pro vsechny pripady prikaznd na hladiné p=
0,005.

Obrazek Ccislo 32 zobrazuje krabicovy diagram porovnavajici kliivost semen
v zavislosti na kategorii parametrt fitness rostlin. Orchis purpurea v roce 2020.
Prukaznost rozdilt je vyznaCena standardni pismenkovou konvenci, kdy se shoduji
fitness rostlin €. 1 a 3. Nejvyssi kli¢ivost semen mély rostliny s parametry fitness €. 2
s prumérem 1,24 ks ze 100, nejnizsi klicivost naopak lokalita 3 s primérem 0,49 ks

ze 100. Signifikace rozdilt je pro vSechny pfipady prikazna na hladiné p= 0,005.
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Pocet protokormu v zavislosti na parametrech fitness
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Obradzek 33: Graf popisujici kli¢ivost semen (protokormy) v zavislosti na kategorii parametri fitness rostlin. Sbér
tobolek a vysev semen probihal v roce 2021. Oznaceni kategorii parametrd fitness rostlin je zobrazeno Ciselné:
kategorie ¢. 1 (malé rostliny), kategorie ¢. 2 (stfedni rostliny), kategorie ¢. 3 (velké rostliny. Signifikace rozdili je
pro vSechny pripady neprikaznd na hladiné p= 0,082.

Obrazek Ccislo 33 zobrazuje krabicovy diagram porovnavajici kliivost semen
v zavislosti na kategorii parametrt fitness rostlin. Orchis purpurea v roce 2021.
Nejvyssi klicivost semen mély rostliny s parametry fitness ¢. 1 s primérem 4,67 ks
ze 100, nejnizsi klicivost naopak lokalita 3 s primérem 2,78 ks ze 100. Signifikace

rozdilt je pro vSechny pfipady neprikazna na hladiné p= 0,082.
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6.2.3 Zavislost zivotaschopnosti a kli¢ivosti semen na druhu média

Vysledky statistickych analyz zobrazujici zivotaschopnost semen v zavislosti na
pfidani kinetinu a aktivniho uhli do média BMI1 byly signifikantni v pfipadé
zivotaschopnosti semen. V piipadé kliivosti semen vysla analyza nesignifikantni,
avSak hladina pravdépodobnosti se pohybovala v té€sné blizkosti hladiné prukaznosti,
proto jsou vysledky i pfes to uvedeny, pro piipadné podpofeni trendd z ostatnich
analyz.

Nejvyssi zivotaschopnost semen byla pozorovana u média €. 4, stejné tak 1 kli¢ivost
semen byla u tohoto média vy§si. Nejnizsi zivotaschopnost semen byla pozorovéana u
média €. 3., nizsi zivotaschopnost semen byla také semena péstovana na médiu €. 2,
stejn€ tak mélo toto médium nejnizs§i kliCivost semen. Nejvyssi klicivost mela

semena péstovana na médiu € 3.

Pocet zivotaschopnych semen vé. protokormiu v zavislosti na druhu média

100 - .
B | a
E 90} b
g ab
L2,
o
a 80¢t
0 a
: T
S

70 t
= o
£
Q
7
§ 60 |
5 ¢ .
% D
6 50 - i
D
i
o
=
N 40}
(5]
Q
o
a
30} | pocet Zivotaschoppnych semen véetné protokormi:  F(3;68) = 3,6515; p = 0,0167; |

o Median
: & 2 4 [] 25%-75%
Cislo média T Rozsah neodleh.

Obrdzek 34: Graf popisujici Zivotaschopnost semen (Zivotaschopnost semen v¢. protokormd) v zavislosti na druhu
média. K této analyze byl pouZit soubor dat urceny ke zjisténi ucinnosti kinetinu a aktivniho uhli v pouZivaném
médiu BM1. Sbér tobolek a vysev semen probihal v roce 2021. Oznaceni médii je zobrazeno Ciselné: médium ¢. 1
(BM1+AC), médium ¢. 2 (BM1), médium ¢ 3 (BM1+KIN), médium ¢ 4 (BMI1+AC+KIN). Prikaznost rozdild je
vyznacena standardni pismenkovou konvenci. Signifikace rozdil je pro vsechny pfipady prikaznd na hladiné p=
0,017.
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Obrazek cislo 34 zobrazuje krabicovy diagram porovnavajici zivotaschopnost semen
v zavislosti na druhu média u druhu Orchis purpurea vroce 2021. Prikaznost
rozdilt je vyznacena standardni pismenkovou konvenci, kdy se shoduji druhy médii
¢. 2 a 3, a zaroven druhy médii ¢. 2 a 3 s médiem ¢ 1. Nejvyssi zivotaschopnost
semen meéla semena rostouci na médiu ¢. 4 s primérem 68,72 ks ze 100, nejnizsi
zivotaschopnost naopak semena rostouci na médiu ¢. 3 s prumérem 55,56 ks ze 100.

Signifikace rozdili je pro vSechny pfipady prikazna na hladine p= 0,017.

Pocet protokormu v zavislosti na druhu média
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Obrazek 35: Graf popisujici klicivost semen (protokormy) v zdvislosti na druhu média. K této analyze byl pouZit
soubor dat urceny ke zjisténi ucinnosti kinetinu a aktivniho uhli v pouZivaném médiu BM1. Sbér tobolek a vysev
semen probihal v roce 2021. Oznaceni médii je zobrazeno Ciselné: médium ¢. 1 (BM1+AC), médium ¢. 2 (BM1),
médium ¢. 3 (BM1+KIN), médium ¢. 4 (BM1+AC+KIN). Signifikace rozdili je pro vsechny pfipady neprikaznd na
hladiné p=0,071.

Obrazek cislo 35 zobrazuje krabicovy diagram porovnavajici zivotaschopnost semen
v zavislostt na druhu média u druhu Orchis purpurea vroce 2021. NejvySsi
zivotaschopnost semen méla semena rostouci na médiu ¢. 3 s primérem 3,67 ks ze
100, nejnizsi zivotaschopnost naopak semena rostouci na médiu ¢. 2 s primérem
2,28 ks ze 100. Signifikace rozdilt je pro vSechny pfipady neprukazna na hladiné p=
0,071.
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7 Diskuse

7.1 Ex situ vysevy semen

Vysevy semen metodou ex sifu probihaly vysazovanim semen v nylonové sitoviné
do diaramecku, ktera byla nasledné péstovana v sesitych kapsach z netkané textilie
naplnénych dezintegrovanou pudou z jednotlivych zkoumanych lokalit. Tyto boxy
byly kultivovany v jednotnych podminkach na zahonech v arealu Slechtitelské
stanice Truba. Cilem tohoto pokusu bylo zjistit zivotaschopnost a kli¢ivost semen

z jednotlivych lokalit.

Vysledky statistickych analyz zobrazujici zivotaschopnost semen v zavislosti na
lokalité byl nesignifikantni, jelikoz byl zpracovan a vyhodnocen pfili§ nizky pocet
vzorkt. Kli¢ivost semen nebyla vyhodnocena, protoze u vSech zkoumanych lokalit

nebyly nalezeny zadné protokormy.

Jacquemyn a kol. (2007) pfi in situ (pfimo na lokalitach) vysevech druhu Orchis
purpurea obdobnym zptasobem (pomoci diarameckd) a také u dvou lokalit
nezaznamenal zadny vyskyt protokormii. Divody, pro¢ semena neklicila, si autofi
vysvétluji naptiklad nevhodnymi abiotickymi podminkami nebo absenci vhodnych

hub.

Velmi pravdépodobné v nasem piipadé semena také nekli¢ila z divoda nevhodnych
podminek a nedostatku houbovych symbiontt. Navic na rozdil od tohoto autora jsme
experiment provadéli v ex situ podminkach a semena jsme v padé ponechali o pul
roku méné. Pudu pro tento experiment jsme nakopali na zdrojovych lokalitach, ktera
byla dezintegrovana (nebyly odebirany ptudni nenarusené monolity) a semena byla

nasledné péstovana v jinych podminkach (viz. vyse).

Dalsim moznym vysvétlenim nekli¢ivosti semen mize byt inbredni deprese (Reed a

Frankham, 2003),

7.2 Invito vysevy semen

Vyhodnocovani dat bylo rozdéleno do tfi pokust. Prvni pokus zaméfujici se na
kli¢ivost a zivotaschopnost semen v zavislosti na druhu stratifikace (konkrétné
povrchové sterilizace a skarifikace semen), lokalité¢ a kategoriich parametra fitness

rostlin probihal v roce 2020. Druhy pokus zkoumajici zivotaschopnost a klic¢ivost
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semen v zavislosti na lokalité€ a kategorii parametra fitness nasledoval v roce 2021, a
treti také vroce 2021, avSak jednalo se o pfidruzeny pokus kladouci si za cil
predevsim prokézat G€innost kinetinu a aktivniho uhli pfidanych do média BMI1, u

kterého byla rovnéz semena vysazovana dle jednotlivych zkoumanych lokalit.

Vysevy semen in vitro probihaly nejprve stratifikaci semen v podobé povrchové
sterilizace a skarifikace a naslednym vysevem semen do pfipravenych médii
v Petriho miskach v aseptickych podminkéach. Petriho misky s vysetymi semeny byly

ulozeny v klima boxech ve tme pfi teploté 22+0,2 °C po dobu jednoho roku.

7.2.1 iivotaschopnost a kliCivost semen v zavislosti na zpusobu stratifikace

V ramci vysevi semen metodou in vitro v roce 2020 byl proveden pokus zabyvajici
se zpusoby stratifikaci, konkrétné€ zavislosti na zpusobu stratifikace rozdélené podle
Casu pusobeni povrchové sterilizacnich a skarifikacnich latek a pouziti 2% kyseliny
sirové (H2SO4) i 2% chlornanu vapenatého (Ca(OCl).), nebo pouze 2% chlornanu

vapenatého.

Vysledky statistickych analyz zobrazujici zavislost zivotaschopnosti a klicivosti
semen na zpusobu stratifikace semen nebyly signifikantni. U zadné ze sledovanych
variant tedy nebyla zjisténa vyznamné rozdilnd schopnost Zzivotaschopnosti a

kli¢ivosti semen.

Doba pusobeni lihu je u mnoha autord podobna, naptiklad Ponert a kol. (2011) u
druhu Anacamptis morio zaznamenal mirné vys§i procento kli¢ivosti semen pfi
aplikaci 2 minuty, a u druhu Orchis purpurea pouzil 2-5 minut 70% lih pied
pouzitim chlornanu vapenatého. Podobné také Vejsadova (2006) u druhu
Dactylorhiza Incarnata a Dactylorhiza maculata pouzila pted povrchovou sterilizaci
chlornanem vépenatym nebo chlornanem sodnym 70% lih po dobu tfi minut.

V nasem vyzkumu jsme proto pouzili také 70% lih po dobu péti minut.

Pouziti 2% kyseliny sirové u druhu Orchis purpurea neprokazala vys$§i miru
kli¢ivosti ve srovnani pouze s pouzitim chlornant, jako u jinych druht, jak uvadi
Malmgren (1996). Nejcastéji je pouzivan chlornan vapenaty nebo chlornan sodny.
Rasmussen (1995) uvadi, ze semena maji vyssi kli¢ivost spiSe pii pouziti chlornanu
vapenatého nez pii pouziti chlornanu sodného. Pozitivni ucinky chlornanu

vapenatého potvrdila ve své védecké publikaci naptiklad Vejsadova (2006), ktera
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dosahla nevyssi klic¢ivosti u druhlt Dactylorhiza incarnata, Dactylorhiza maculata a
Liparis loeselii se 7,2% roztokem Ca(ClO)2 (40-50 minuty) v kombinaci se 70%
ethanolem (3 minut). Naopak pfi pouziti 0,5% chlornanu sodného nebylo pro tyto
druhy prstnatci vhodné, jelikoz v nékterych ptipadech poskodilo embrya a snizilo
miru kli¢ivosti az 0 50 %. V tomto vyzkumu byl pouzivan 2% chlornan vapenaty po

dobu 5, 8 a 11 minut.

Vysledky tohoto pokusu ukazuji, ze pro zivotaschopnost a kli¢ivost semen neni
rozdil v pouziti 2% chlornanu vapenatého v rozmezi 5 az 11 minut a ani v pouziti 2%
kyseliny sirové pfed pouzitim chlornanu vapenatého nebo pouze chlornanu
vapenatého. Vysledky naznacuji, ze u druhu Orchis purpurea neni 2% kyselina

sirova pfi povrchové sterilizaci a skarifikaci semen potieba pouzivat.

7.2.2 Zivotaschopnost a kli¢ivost semen v zavislosti na lokalité

Vysevy semen in vitro mély jako jeden z cili zjistit, zda existuje zavislost
zivotaschopnosti a kli¢ivosti semen druhu Orchis purpurea na konkrétni z Sesti
zkoumanych lokalit. Také, zda malé vymirajici populace maji niz§i zivotaschopnost

a kli¢ivost semen, nez vétsi a chranéné populace.

Nejvice zivotaschopnych semen, coz jsou semena, ktera nejsou poSkozena, tedy maji
vyvinuté embryo, méla opakované lokalita & 4 (NPR Ctvrtd). Vysokou
zivotaschopnost semen mela opakované také lokalita ¢. 1 (Milska stran). Nejnizsi

zivotaschopnost semen méla opakované lokalita ¢. 5 (lokalita u obce Skalicka).

Nejvyssi kli¢ivost semen méla jednoznacné a opakovane v obou sezonach lokalita €.
5 (Skalicka) s nejvyssim procentem klic¢ivosti 8,5 % coz je velmi malé procento,
naptiklad oproti vysledkim Ponerta a kol. (2011), ktery provadél in vitro vysevy
semen druhu Orchis purpurea z Albanie na médiu Michl-15 (slozeni média viz.
tabulka €. 3) s oSetfenim 2-5 minut 70 % lihem a 5 minut Ca(OCl): s vyslednou 30 %
klic¢ivosti. Tento rozdil mize byt zpisoben rozdilnymi svételnymi podminkami,
pouzitim jiného druhu média nebo geografickym ptvodem semen. Nejnizsi klicivost
semen méla ve vSech pfipadech mald, vymirajici a nechranéna lokalita €. 6 (Kryry).

Velmi nizkou kli¢ivost méla také lokalita ¢. 1 (PR Milskéa stran), coz je velmi

piekvapivé, jelikoz je to nejpodetn&jsi lokalita v Ceské republice.
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Divodem pro¢ v nasem vyzkumu semena i1 pifes to, ze maji vétSinu semen
zivotaschopnych, tak kli¢ivost semen nikdy nepfesahla 10 % muze byt také
zpusobeno tim, ze jsme nepouzili stiidavé svételné podminky a semena byla ulozena
ve tmé&. Jelikoz naptiklad vyzkumy Dulice a kol., (2019) u druhu Spiranthes spiralis
(16 hodin svétlo, 8 hodin tma) a Chena a kol. (2015) u druhu Paphiopedilum
spicerianum (12 hodin svétlo a 12 hodin tma) prokézaly pozitivni vliv stfidani

svételnych podminek na kli¢eni semen.

Pomérné prekvapivy a zajimavy je vysoky podil kli¢ivosti semen na lokalité ¢. 5
(Skalicka) oproti ostatnim lokalitam. Jelikoz tato lokalita je mald a nechranénd, a
proto by Slo pfedpokladat spiSe nizkou kli¢ivost semen. Vysoka mira klicivosti
semen muze byt zpusobena naptiklad tim, Ze se jako jedina lokalita dle
fytocenolografického  ¢lenéni  Ceské republiky nachazi v Ceskomoravském

mezofytikum, oproti ostatnim lokalitam nachazejicich se v termofytyku.

V otazce, zda na vétSich lokalitich v porovnani s maloplosSnymi vymirajicimi
lokalitami jsou rostliny stale schopny vyprodukovat tobolky se zivotaschopnymi
semeny, pficemz bylo predpokladano, ze tyto lokality trpi vzhledem k své velikosti
inbredni depresi, se tento predpoklad jednoznacné neprokazal. Vysledky ukazuji, ze i
malé vymirajici lokality, viz. lokalita ¢. 5 (Skali¢ka), mohou mit vysokou kli¢ivost
semen a ze velké lokality napt. lokalita ¢. 1 (PR Milskéa strail) mohou mit klicivost
semen pomérné nizkou, avSak u druhé malé nechranéné lokality u mésta Kryry bylo
zjisténo velmi nizké procento kliCivosti a pusobeni inbredni deprese na
zivotaschopnost semen je velmi pravdépodobné. A zarover bylo zjisténo, ze lokality,
které mély nizké procento zivotaschopnosti semen, mély zaroveni vysoké procento
klicivosti a naopak, coz znamena, Zze vysoka zivotaschopnost semen nemusi

znamenat, ze semena budou mit zaroven vysokou kli¢ivost semen.

Rozdilné vysledky v zivotaschopnosti a kli¢ivosti semen v zavislosti na lokalité
mohou byt zptisobeny napfiklad nepfiznivymi historickymi udalostmi, kterymi se se
mimo jiné zabyval napiiklad vyzkum Jacquemyna a kol. (2006). Vysledky tohoto
vyzkumu naznacuji, ze opakujici se populacni propady a obnovy mohou silné
ovlivnit genetickou diverzitu a prostorové genetickou strukturu populaci druhu

Orchis purpurea.
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Napriklad dnes velka populace mohla projit vyznamnym efektem hrdla lahve
v minulosti, coz se v duisledku inbredni deprese (piibuzenské kiizeni) projevuje
ztratou genetické diverzity a sniZzenim reprodukéni zivotaschopnosti semen (to
znamena, ze vysSi podil semen nevytvori embryo). Tato skute¢nost vSak nesouvisi
s kli¢ivosti semen. I kdyz je malo zivotaschopnych semen, tak diky pfiznivym
podminkam jich muze velky pocet vykli¢it (tj. vytvofit protokormy). V dusledku
uzemni ochrany a vhodného managementu lokality nasledné mohlo dojit
k vyraznému zvySeni populace druhu, byt zivotaschopnost semen zistala i nadale

nizka.

7.2.3 iivotaschopnost a klicivost semen v zavislosti na parametrech fitness
Dalsim cilem vysevi semen in vitro bylo zjistit, zda existuje zavislost
zivotaschopnosti a kli¢ivosti semen ze zkoumanych lokalit na kategorii parametra

fitness rostlin u druhu Orchis purpurea.

Rizné vysledky analyz zkoumajici zZivotaschopnost semen v zavislosti na kategorii
parametru fitness rostlin jsou prekvapivé, ob€ analyzy (v roce 2020 i 2021) vysly

signifikantni, av§ak jsou s protichidnym trendem.

Vysledky statistickych analyz zobrazujici kli¢ivost semen v zavislosti na kategorii
parametri fitness byly signifikantni v roce 2020. V roce 2021 vysla analyza
nesignifikantni, avSak hladina pravdépodobnosti se pohybovala v tésné blizkosti
hladiné prukaznosti, proto byly vysledky brany v uvahu. Nejvyssi kli¢ivost semen
m¢éla kategorie fitness rostlin €. 2 v pfipad¢ signifikantni analyzy a nejnizsi kli¢ivost

meéla v obou pfipadech kategorie fitness rostlin €. 3.

Vysledky prokazuji zavislost kategorie parametrd fitness na Zivotaschopnosti a
klicivosti semen. Kategorie parametrti fitness ¢. 2 (stfedni rostliny) méla v pfipadé
zivotaschopnosti semen prumérny podil, a u kli¢ivosti semen procentualni podil
v obou pfipadech nejvyssi, coz naznaCuje, ze rostliny s primérnymi parametry
fitness maji nejkvalitngjsi semena.

Prekvapivy vysledek, ze rostliny snejvyssi fitness nemély opakované nejvyssi
zivotaschopnost semen a opakované mély nejnizsi kli¢ivost semen miize souviset se
zjisténim z predchézejici bakalatské prace (Kozlovska, 2019). Zde bylo zjisténo, ze

nejvice dozralych tobolek se vyskytuje u druhu Orchis purpurea v xerotermnich a
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roztrousSené ktovinatych prosvétlenych biotopech. Jedinci rostouci v téchto biotopech
jsou velikostné mensi a maji obecné nizsi az primérné parametry fitness. Hlavnimi
parametry fitness, podle kterych byla semena zafazovana do jednotlivych kategorii,
byla vyska prytu, pocet kvéta a listd. Takovéto parametry nemuseji byt rozhodujici
pro miru zivotaschopnosti a kli¢ivosti semen. Domnivame se, ze drobngjsi rostliny
z xerotermnich stanovist rostoucich v ekologickém optimu své realizované niky,
mohou byt zvyhodnény jinak, napftiklad diky charakteru biotopti mohou dosahovat
lepsiho opyleni.

Zaroven je pravdépodobné, zZe rostliny na stinn€jSich a mezofilngjSich stanovistich
maji sice nejvyssi parametry fitness a zarovern z divodu horsiho opyleni malo a hare
opylenych tobolek. Vypadana semena v pfirozenych podminkach vSak maji vétsi
pravdépodobnost vykli¢it, protoze v zastinu je vlh¢i puda a ta vyhovuje houbam,
které svou mykorhizni symbiézou pomahaji semenum vyklicit. Tento predpoklad
popisyje také Batty a kol., (2001), ktery uvadi, zZe teplota a vlhkost substratu jsou
sezonni podnéty, které mohou uvolnit dormanci semen anebo zvysit kli¢ivost semen,
stejné tak Diez (2007) ve svém vyzkumu zjistil zvySenou kli¢ivost na mistech s vyssi
vlhkosti pady a organickym obsahem konkrétné u druhu Goodyera pubescens. Také
Rasmussen, a kol. (2015) uvadi, ze je velmi pravdépodobné, ze ulinky teploty a

vlhkosti substratu prospivaji preziti a ristu mycelia hub.

7.2.4 iivotaschopnost a klicivost semen v zavislosti na druhu média
Pridruzenym pokusem v ramci in vitro vysevu semen druhu Orchis purpurea byl
pokus zjistujici zivotaschopnost a klicivost semen v zavislosti na pfidani kinetinu a
aktivniho uhli do média BM1. Semena orchideji byla vyseta na ¢tyfi druhy médii, a
to konkrétné meédium & 1 (BMI+AC), & 2 (BMI), & 3 (BMI+KIN), & 4
(BM1+AC+KIN).

Vysledky ukazuji, ze médium ¢ 4 (BMI+KIN+AC), které bylo pouzivano
v hlavnich pokusech vysevi in vitro mélo vysoké procento Zzivotaschopnosti i
klicivosti semen. Vysledky tedy naznacuji, ze pridani kinetinu spolu s aktivnim
uhlim podporuje zivotaschopnost semen a s velkou pravdépodobnosti i klicivost

semen. Médium ¢. 3 (BM1+KIN) mélo také vysoké procento kli¢ivosti.
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Priznivé plsobeni cytokininii pro zvySeni procenta kliivosti semen se shoduje
s popisem Vejsadové (2000), ktera uvadi, ze cytokininy (napt. benzyladenin nebo
kinetin) se nej¢astéji piidavaji do zivnych médii, ke zvySeni procenta kli¢eni nebo ke
stimulaci, podpofe vyvoje vyhonkd a déleni bunék. Pauw a kol. (1995) u druhu
Cypripedium candidum také uvadi, ze se protokormy vyvijely rychleji a produkce
protokormu se zvysila pfi pfidani cytokininu v porovnani s kontrolou. Dale pak u
vyzkumu Stewart a Kane (2006) byla u druhu Habenaria macroceratitis pii pouZziti

konkrétné kinetinu zjisténa zlepSena klicivost semen o 47,2 %.

Aktivni uhli (AC) bylo v naSem pfipadé pfidano do médii 0,5 g/l. Je mozné, ze
pridanim vétsSiho mnozstvi by se ucinky aktivniho uhli zvysSily, jelikoz naptiklad
Ponert a kol. (2011) pouzil u vysevli druhu Orchis purpurea 1,2 g/1. Také Kim a kol.
(2019) pi1 vysevech druhu Pecteilis radiata dosahl nejvysSiho procenta (91,7)
kli¢ivosti pfi pouziti 2 g/l AC.

8 Zavér
Vyzkum vysevi in vitro prokazal, ze zivotaschopnost a kli¢ivost semen druhu Orchis
purpurea zavisi na konkrétni lokalité, kategorii parametrt fitness rostlin a na pridani

kinetinu a aktivniho uhli do média BM1.

Bylo zjisténo, ze pii stratifikaci semen neni potfeba pouzivat 2% kyselinu sirovou

pted pouzitim 2% chlornanu vapenatého.

Vysledky dale ukazuji, ze 1 malé vymirajici lokality mohou mit vysokou kli¢ivost
semen a ze velké lokality mohou mit kli¢ivost semen pomérn€ nizkou. A zaroven
bylo zjisténo, ze vysoka zivotaschopnost semen nemusi znamenat, Ze semena budou
mit také vysokou kli¢ivost. Rozdily v zivotaschopnosti semen v zavislosti na lokalité
mohou byt zpisobeny nepfiznivymi historickymi udalostmi, naptiklad opakujicimi
se populacnimi pady a obnovami, které mohou siln€ ovlivnit genetickou diverzitu a
prostorove genetickou strukturu populaci, nebo vlivem inbredni deprese (pfibuzenské
kiizeni), kterd se projevuje ztratou genetické diverzity a snizuje reprodukéni

zpusobilost.

Dalsim zjisténim bylo, Ze rostliny s primérnymi parametry fitness maji nejkvalitnéjsi

semena. Domnivame se, ze drobné&jsi rostliny z xerotermnich stanovist rostoucich
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v ekologickém optimu své realizované niky, mohou byt zvyhodnény, napiiklad diky
charakteru biotopti mohou dosahovat lepsiho opyleni. Zaroven je pravdépodobné, ze
rostliny na stinn€jSich a mezofilnéjSich stanovistich maji sice nejvyssi parametry

fitness a zaroveni z divodu horsiho opyleni malo a hiife opylenych tobolek.

Pokus, ktery byl zaméfen na ucinnost kinetinu a aktivniho uhli pfidaného do média
BMI1, prokazal, ze ptidani kinetinu spolu s aktivnim uhlim pfiznivé podporuje

zivotaschopnost semen a s velkou pravdépodobnosti 1 kli¢ivost semen.

Zavérem bych rada podotkla, ze malé, vymirajici a nechranéné populace u obce
Skalicka a mésta Kryry by si rozhodné zaslouzily stit se pfedmétem ochrany.
Zajisténi ochrany je zadouci predev§im pro lokalitu u obce Skalicka, které v brzké
dobé hrozi zanik postupujici vystavbou v okoli, a kterd zaroven méla opakované

nejvyssi klicivost semen oproti ostatnim lokalitam.

Zjisténé poznatky lze uplatnit pii cilen€j§i ochrané tohoto druhu, a to jak v praktické
uzemni ochrang, tak 1 v pfipadnych zachrannych programech in vitro. A zaroven by
se na tuto praci dalo navazat, rozsifit a prohloubit ve viceletém vyzkumu populaci

druhu Orchis purpurea, ale i dalSich druhi ohrozenych terestrickych orchideji.
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