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1. Uvod

Rostlinna spoleCenstva jsou v soucasné dobé ohrozena v nasi kulturni krajiné
zejména ztratou vhodnych stanovist, vlivem zmén pudnich vlastnosti, nepivodnimi
vysadbami nebo zménami obhospodatovani (Tsiftsis et al. 2011). To vede k ochuzeni
druhové bohatosti nebo zméné¢ druhového slozeni. Proto nckteré typy spoleCenstev
chranime nebo se je snazime obnovovat tam, kde byla ptivodni spoleCenstva znicena

(Swarts a Dixon, 2009).

Ekologicka obnova ma za cil pomoci technickych a biologickych opatieni
umoznit vznik rostlinnych spolecenstev, kterd jsou v krajin€¢ vzacna nebo hosti vzacné
druhy. Pfi obnové je mozné pouzit aktivniho pfistupu, kde v zajmu dosazeni cilového
stavu je upravovan terén, dosévana semena, odstraiiovana biomasa apod. Alternativou je
pasivni pfistup, kdy je plocha ponechdna spontanni sukcesi (Jongepierova et al., 2012).
Zatimco aktivni pfistup je nezbytny pifi obnov€é spolecenstev vyzadujicich
obhospodatovani (louky) nebo substratli, které jsou kontaminovany, maji zménény
vodni rezim apod., pasivni obnova je vhodna, je-li cilovym spolecenstvem les ¢i lom
(Prach a Hobbs, 2008). Jaky piistup pfi obnové se zvoli, zavisi na cilovém stavu, na
tom, jestli biotické a abiotické podminky dovoluji cilového stavu dosdhnout; svou roli
hraji také ekonomické podminky, tedy jaké prostfedky miiZeme na obnovu vynaloZit

(Swarts et al., 2010).

Cile obnovy spole¢enstev mohou byt definovany cilovymi druhy, druhovou
bohatosti nebo produkci biomasy, cilovymi zivotnimi formami apod (Maunder, 1992).
Nékteré druhy jsou nejen vzacné a tedy Zadouci pii obnové narusenych lokalit, ale
mohou byt soucasné¢ symboly druhové bohatych spolecenstev a snadno mohou slouzit
jako motivace obnovy pro Sirokou vefejnost. Takovou skupinou mohou byt orchideje,
jakozto skupina rostlin, kterd vyzaduje kvalitni, nedegradovana stanovisté, je na pohled
velmi estetickd a navic zndmé 1 neodborné vetejnosti. PfiCinou jejich vzacnosti jsou
krom¢ nizké konkurenceschopnosti také jejich komplikované vztahy s ostatnimi
organismy, jako jsou opylovaci, nebo symbiotické houby. Z toho divodu jsou velice

naro¢né na prostiedi, to musi byt vhodné nejen pro né, ale také pro jejich symbionty a



opylovace (Cribb et al., 2003; Seaton et al., 2010). Protoze vétSina orchideji je v ptirodé
ohrozenych, Casto jde o tzv. vlajkové druhy ochrany piirody i ekologické obnovy

(Swarts a Dixon, 2009).

Ke vzniku orchidejovych populaci dochédzi spontdnné pti sukcesi na haldach po
tézb& nerostnych surovin, na lavovych tocich, tézebnich polich, piseCnych dunéch ¢i
mistech konstrukce (Light et al., 2003), pro které¢ je typicky zivinami chudy substrat
(Shefferson et al., 2008). Na druhou stranu, pii obnové luk na orné pud¢, je spontanni

kolonizace orchidejemi problematicka (Vandepitte et al., 2012; Kull et al., 2016).

Lokality vhodné k osidleni orchidejemi jsou Casto limitovany disperzi semen
(Tesitelova et al., 2012; De hert et al., 2013). Dale pak jejich schopnosti uchytit se v
porostu (De hert et al., 2013). Limitace Sifenim semen se v8ak tyka nejen orchideji, ale i
ostatnich druhii. ReSenim této situace je vysévani regionalni smési semen z druhové
bohaté lokality (Prach et al., 2012). Jinym zpisobem obnovy cilovych druhit miize byt
vysadba semenacku ¢i celych blokd pady (Mudrak et al., 2016).

Dal$im vyznamnym divodem je pfitomnost velkého mnozstvi Zivin v pidé a
mezidruhova konkurence (Jersakova et al., 2002). Velka zivinova bohatost se fesi
pravidelnou se¢i a odstranovanim biomasy. Disperze a nadbytek zivin vSak nejsou
jedinymi faktory limitujicimi vyskyt orchideji. Diky druhové specifickym vztahtm
s opylovaci, mize byt obnova populaci limitovdna jejich pfitomnosti. Opylovaci jsou
populacemi (Hanula et al., 2016). V soucasné fragmentované krajiné¢ izolované a

vzdalené populace mohou trpét nedostatecnou vymeénou genetického materialu

(Roberts, 2003).

Obnova orchidejovych populaci je z téchto diivodl naro¢na a komplexni. J& se
ve své praci zabyvam problematikou symbiotickych hub a jejich tlohou v zivotnim
cyklu rostliny. Vyznam mykorhiznich hub je nejvétsi v pribchu kliceni a rlstu
semendckil, coz je prvni krok v obnové populace (Swarts a Dixon, 2009). O dilezitosti
navazani vztahu mezi kli¢icim semenem a houbou, svéd¢i fakt, ze vétSina literatury

zabyvajici se obnovou orchidejovych populaci, se vénuje prave jemu.



1.1 Cile prace

Cilem mé bakalaiské prace bylo seznamit se s technikami pouzivanymi pfi
obnové orchidejovych populaci a vyzkumu, ktery se s touto problematikou vaze. Moje
prace ma dve casti:

(1) Vybrané metody jsem méla co nejlépe popsat v radmci literarni reSerse a to
jak metody in situ, tak i metody ex situ. Abych co nejlépe porozuméla celé
problematice, postupovala jsem v literarni reSersi podle zivotniho cyklu orchideji ve
vztahu k moznostem obnovy populaci, zaméfila jsem se pfedevS§im na orchideoidni

mykorhizni symbidzu.

(2) V praktické casti jsem si metody ex situ méla osvojit na vybraném druhu

orchideje Dactylorhiza majalis.

2. Celed® Orchideaceae

Orchideje jsou jednou z nejbohatSich celedi rostlin, obsahujici témétr 10% vSech
krytosemennych druhi rostlin (McCormick et al., 2016). Odhadovany pocet druhu je
25 000, ¢imz tvoii vice nez 40% jednodéloznych rostlin (Dressler, 2005). Ac¢koliv jsou
orchideje pfevazné tropickymi epifytickymi rostlinami, vyskytuji se aZ po boredlni

pasmo.

Orchideje maji obrovskou strukturni a funk¢ni diverzitu a nejen proto jsou
idealni vlajkovou skupinou ohrozenych rostlin (Swarts a Dixon, 2009). U zadné jiné
¢eledi neni mozné nalézt tak rtiznorodé formy opylovani s rozlicnymi mimikry lakajici
opylovace (od hmyzu, hlodavci az po ptaky). Jako odmény zde slouzi nektar i oleje,
setkdme se ale 1 s velkym mnozstvim Salivych kvéth (Tremblay, 2006). Divodem je
spole¢na koevoluce orchideji a jejich opylovaci, napt. u rodu Ophrys. Orchideje jsou
charakteristické spodnim semenikem, zygomorfnim okvétim a redukovanymi ty€inkami

(alespon ¢aste¢né preménéné v gynostemium) (Rasmussen a Rasmussen, 2014).

Jedinym unikdtnim znakem orchideji je vSak nefotosyntetické mykotické

stadium semendcku (Rasmussen a Rasmussen, 2014). Symbioticky vztah se nazyva
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Orchideoidni mykorhiza a provazi orchidej béhem celého zivotniho cyklu. Orchideje, a
v n¢kterych ptipadech i jejich ristova stadia, asociuji s Sirokou Skalou rtiznych druha
mykobiontti. HlubSim vztahlim v této problematice se vénuji v samostatné kapitole

nazvané ,,2.1.1 Orchideoidni mykorhizni symbi6za®.

U orchideji byl také pozorovan stav zvany vegetativni dormance, ktery souvisi
s vyznamnosti mykorhizni symbiozy. Béhem této doby se orchidej zmensSi jen na
podzemni struktury, které mohou piezit v podzemi i nékolik let (Whigham et al., 2014).
Faktory ovliviiujici pravdépodobné piechod orchideje do dormance jsou: snizené
mnozstvi svétla, zména hydrobiologie, $patny stav mykorhizniho symbionta ¢i jeho

abundance (McCormick a Whigham, 2012).

2.1 Orchideoidni mykorhizni symbioza

Orchideoidni mykorhizni symbidza je jev, kterym je popsano souziti orchideje
s mykorhizni houbou. Symbioticky vztah s houbou je pro orchidej nezbytny zejména
Vv prvnich stadiich vyvoje, (napt. Whigham et al., 2002), pozd&ji je mira zavislosti
nejasnd a mnozstvi mykorhizniho symbionta v kofenech u dospélce se lisi druh od
druhu.

Zavislost orchideji na mykorhizni symbi6ze byla zkoumdna napiiklad v praci
Gebauera a Meyerové (2003). VétSina terestrickych orchideji mé i v dospélosti jen malé
mnozstvi nevétvenych tlustych kofend s pfitomnymi mykorhiznimi strukturami
(Rasmussen, 1995), které jsou schopné ziskavat Ziviny a vodu z konkurenéniho ptidniho
prostiedi jen v omezené mife. Tuto funkci za né pfebiraji pravé mykorhizni houby, které
se u terestrickych orchideji nachazi v bohaté vyvinuté primarni kofenové kure (kortexu)
(Rasmussen a Whigham, 2002). Orchideoidni symbi6za neni zndma z Zadné jiné Celedi
nez z ¢eledi Orchidaceae, ackoliv samotna schopnost rostlin tvotit mykorhizu je zna¢né
rozsitena (Gryndler, 2004).

U orchideoidni mykorhizy popisujeme typ rtistu hub v kotfeni jako tolypofagni
(vyskytujici se u vétSiny orchideji) a ptyofagni (zaznamendn jen u malého poctu vysoce

mykoheterotrofnich tropickych orchideji) (Rasmussen, 1995). Déle je tento typ



mykorhizy endotrofni, coz znamend, ze mykorhizni houba pronikd do vnitiniho
prostoru bun¢k kotene hostitele a to skrze bunécnou sténu v mistech kde je slaba ¢i
zcela chybi (Rasmussen, 1995). Mimo orchideoidni mykorhizu do této skupiny patii i
mykorhiza arbuskuldrni a erikoidni. Orchideoidni mykorhiza je charakteristickd prave
zptisobem riustu hyf uvnitf bunc¢k kofene (v prostoru mezi bunéfnou sténou a
cytoplazmatickou membranou), kde se tvoii klubka hyf, nazyvané pelotony a také jeho
dvoji kolonizaci. K prvni kolonizaci dochazi ihned po vykliceni semene, ke druhé fazi
kolonizace dochdzi v kotenovych pletivech orchideje, kdy po proniknuti skrz pokozku
kolonizuje houba bunky kotfenové kiry (Gryndler, 2004). Rist houby uvnitf
kotenového pletiva je po celou dobu usmériovan rostlinou pomoci fungicidnich
phytoalexini (Beyrle et al. 1995). Nékteré¢ druhy pravdépodobné potiebuji byt
kolonizovany znovu kazdy rok, jako napiiklad orchideje v zdpadni Australii. Symbiont
je béhem letni aestivace redukovan a nasledné jsou kofeny opét kolonizovany na

zacatku sezony (Ramsey et al., 1986).

2.1.1 Houby tvorici orchideoidni mykorhizu

Orchideje se vazi pievazné na neptibuzné ¢eledi hub ze skupiny Basidiomycetes,
a to Tulasnellaceae, Ceratobasidiaceae a Sebacinaceae, jez se asto oznacuji spolecnym
nazvem ,rhizoktonie*. Jedna se o saprotrofni, parazitické ¢i endofytni (v ptipadé
Sebacinaceae) druhy hub (Dearnaley et al., 2012). Mnoho nefotosyntetizujicich druhi a
nekteré fotosyntetizujici orchideje, které rostou ve stinném prostiedi, tvoii mykorhizu s
ektomykorhiznimi houbami ¢i slabé patogennimi houbami (Rasmussen, 2002). Nékteré
orchideje tvoti symbidzu také s druhy Cisté parazitickymi (Rasmussen, 2002), obecné se
jednd u patogennich rhizoktonii o nekrotrofické parazity, které napadeného hostitele

nejprve zabiji a nasledné Zziji saprotrofné (Roberts, 1999). Piikladem jsou houby
Armillaria a Armillariella (Brundrett, 2002).

U ektomykorhiznich hub tvoficich zéaroven orchideoidni mykorhizu bylo
potvrzeno, ze tentyZ houbovy jedinec je schopen vytvofit typické ektomykorhizy na
kotenech stromu a orchideoidni mykorhizni struktury v kofeni orchideje (McKendrick

et al. 2000). Tento vztah je oznacovan jako ,trojstrannd symbidza“. Orchidej se
10



v takové interakci chova jako epiparazit na jiné rostliné a mykorhizni symbiont jako
prostiednik, ptikladem je orchidej Corallorhiza maculata (Taylor a Bruns, 1997). Tato
skutecnost byla potvrzena metodou izotopového znaceni, ¢imz byl demonstrovan
pfenos uhliku ze stromu do orchideje skrze mykorhizni houby (McKendrick et al.,
2000).

2.1.2 Pienos zivin

Dlouhou dobu byl vztah mezi dospélou fotosyntetizujici orchideji a jejim
mykobiontem popisovany jako oboustranné prosp&$ny. Je znamo, Ze nefotosynteticka
stddia orchideje jsou plné zavisla na pfijmu zivin, vetné potiebné¢ho uhliku, od
symbiotické houby. Tento zplsob vyzivy je popsan jako mykoheterotrofie (Rasmussen
a Rasmussen, 2009). Nicméné u fotosynteticky aktivnich dospélych jedincl je mira
zavislosti na uhliku ziskaném od houby rizna a jejich zpiisob vyzivy popisujeme jako

autotrofii ¢i mixotrofii (kombinujici zisk uhliku od hub a z vlastni fotosyntézy).

Ziskavani zivin ve prospéch orchideje ma prevahu nad oboustrannou vymeénou,
ktera je jinak charakteristickd pro ostatni typy mykorhiz (Alexander a Hadley, 1985;
Rasmussen a Rasmussen, 2009). Neni znamy zadny ptipad, kdy by houby tvofici
mykorhizu s orchidejemi byly na tomto vztahu zavislé (Rasmussen a Rasmussen, 2009).
Nicméné bylo navrZzeno, Ze se u orchideji a jejich symbionti muze vyskytovat
mutualisticky vztah a to na zakladé in vitro pokusu s druhem Goodyera repens a s ni
pojici se saprotrofni houbou (Cameron et al., 2006). V ramci tohoto vyzkumu bylo
1%CO; poskytnuto listim orchideje a nasledné byl zméfen 2% tok znageného uhliku do

mycelia vyrustajiciho ze sterilizovanych kotfend.

2.1.3 Druhova specifita

Druhova specifita orchideoidni mykorhizy je Casto zkoumanym jevem. Najdeme
jak druhy orchideji zcela specifické a vazajici se jen na jeden druh houby, tak i1 druhy,

které jsou jen malo specifické a tvofi mykorhizu s v&tSim mnozstvim druhti hub.
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Fotosyntetizujici orchideje nemaji vétsi diverzitu symbiontd v porovnani s orchidejemi
neschopnymi fotosyntézy (McCormick et al., 2004).

Jedind orchidej miize tvofit mykorhizni symbidézu s jednim i vice druhy hub
najednou, ¢i postupné vystiidat symbionty béhem svého ristu. McCormick et al. (2006)
tyto typy souziti pfirovnavaji k monogamii, polygamii a sériové monogamii. V této
teorii je predpokladano, ze u druhli polygamnich se orchidej pifi zméné symbionta
nevyskytne zcela bez mykorhizy. V piipadé sériové monogamie se ma za to, Ze orchidej
musi byt schopnd piezit kratkodobé bez symbidzy. Zména hostitelské houby je
narocnym aktem, ktery vSak dovoluje orchidejim vypotradat se se Spatnymi podminkami
prostfedi. Orchideje, které tvofi symbioticky vztah s omezenym mnozstvim
mykorhiznich hub, jsou tak oproti ostatnim vice limitovany svou schopnosti tolerovat
distribuci symbionta a environmentdlni zmény (McCormick et al. 2004). Takovym

ptikladem muze byt vyména symbionta zptisobena suchem (McCormick et al. 2006).

. 'V obdobi nahlého sucha bylo prokazano, Zze se zmensuje mnozstvi symbionta
asociujiciho s orchideji. Spatny stav mykorhizni houby ma na orchidej negativni vliv a
muze mit za ndasledek jeji upadnuti do dormance. Populace orchideji, které jsou
ohrozené a pocty jejich jedinct se snizuji, maji vzdy zvysSujici se mnozstvi jedinct
dormantnich, ktefi nasledné mizi zcela, pokud se podminky na dané lokalité¢ nezlepsi

(Shefferson et al., 2003, McCormick a Whigham, 2012).

Pfibuzné druhy orchideji mivaji podobné symbionty. Ukazuje se vSak, ze
sympatricky rostouci ptibuzné druhy orchideji tvoti symbiozu s rozdilnymi druhy hub a
tim se vyhybaji kompetici mezi sebou. Napiiklad dva sympatrické druhy z rodu
Corallorhiza sice tvofily symbiézu s houbami ze skupiny Russulaceae, ale v
konkrétnich druzich hub se mezi sebou nepiekryvaly (Taylor a Bruns, 1999). Také
ploidie mize mit ur€ity vliv na souziti s vhodnymi symbionty, napiiklad u druhu
Gymnadenia conopsea dochazi s polyploidizaci i ke zméné mykorhiznich symbiont.
Tato skutecnost ulehcuje souziti riznych cytotypd na jedné lokalité, protoze dochazi

mezi nimi Kk mensi konkurenci (Té&Sitelova et al., 2013).

Podobné jako dospélci, 1 plné mykoheterotrofni stddium protokormu je rtizné

specifické a specificita k houbovym symbiontim se muze ménit béhem zivota
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orchideje. Napiiklad Zelmer et al. (1996) zjistili, Ze semenacky orchideji ¢asto tvofi
mykorhizu s $ir§im spektrem hub nez dospéli jedinci. Ale mize nastat i opa¢na situace —
napt. Rasmussen (2002) ukézala, ze houby vyizolované z pelotonu z kotfenti dospélct
nemély vzdy pozitivni efekt na kliceni semen in vitro a tvorily tedy mykorhizni

symbidzu pouze s dop€lci.

Zajimavy vyzkum byl proveden ve studii in vitro (McCormick et al., 2006)
s druhem Goodyera pubescens, kde bylo zjisténo, ze mykorhizu tvofi jen s jednim
druhem houby a pokud je protokorm nucen (v tomto ptipad¢ pfesazenim na médium
prorostlé jinou mykorhizni houbou) vyménit svého symbionta, je to pro néj casto
smrtici. Ackoliv k této zméné muze v piirodé dochazet, laboratorni vysledky poukazuji
pravé na vysokou mortalitu protokormi. Tyto vysledky vSak neni mozné jednoduse
zobecnit, a to z divodu velké specifity symbiontd u zkoumaného druhu Goodyera.
pubescens, Vv prabéhu celého zivotniho cyklu se poji s malou skupinou blizce
piibuznych hub z rodu Tulasnella (McCormick et al., 2004).

2.2 Zivotni cyklus orchideji

Zivotni cyklus orchideji je komplexni, od samotného embrya az po dospé&lého
jedince zde dochazi k velké mife selekce jedincii (Rasmussen a Whigham, 1998a).
Pochopeni zivotniho cyklu orchideji je dillezitym krokem k jejich ochrané. Jednotlivé
druhy se mezi sebou li§Si v mife specializace na mykorhizniho symbionta, ale 1

vlastnostmi jednotlivych Zivotnich stadii a délkou jejich trvani.

Semena orchideji jsou charakteristicka svou malou velikosti — (0,05 — 6 mm) a
vahou (0,31 — 24 pg), kvili které je nazyvame ,,prachovéa semena®. Orchideje produkuji
takovychto semen i nékolik tisic (Arditti a Ghani, 2000). Semena jsou tak mala, ze
neobsahuji téméf zadny endosperm, potiebny k vyzivé béhem ranych fazi ristu
(Rasmussen, 1995). Déle je na nich napadna testa, coZ je obal, ktery kryje zarodek.
Testa mad druhové specificky tvar a zabarveni a béhem bobtndni a rlistu semene
v protokorm praska. Skrze testu je embryo vidét a tak je cely tento proces mozné

jednodusSe zaznamenat pod svételnym mikroskopem.
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Vétsina druht je schopna zacit klicit bez symbionta, ale nasledné je pro né¢ nutné
vhodného mykorhiznitho symbionta nalézt. Houba tvofici orchideoidni mykorhizu

zasobuje embryo vSemi potfebnymi zZivinami, véetné uhliku (Rasmussen, 1995).

Dal$im stddiem rastu je protokorm. Jedna se o nefotosyntetické stddium vyvoje
orchideje, které¢ je plné zavislé na mykorhize (Obr. 1). V tomto stddiu pteziva orchidej
pod piidnim povrchem né¢kolik mésicti az let (napt. Rasmussen a Whigham, 1998b).
Béhem této doby se postupné protokormy vyviji, zvétSuji a méni sviy tvar. V urcité fazi
vyrlstd z protokormu nadzemni pryt a zivotni cyklus je zavrSen stadiem prevazné

fotosytetizujiciho dospélce.

Obr. 1: Protokorm druhu Dactylorhiza majalis pochazejici z in vitro symbiotického vysevu.

Protokorm je jiz ve fazi hruskovitého tvaru se zietelnym ristovym vrcholem a rhizoidy.
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2.3 Co ovlivituje rozsireni orchideji v prirodé

Ackoliv jsou semena orchideji zptsobild k pfenosu na vétsi vzdalenosti a to 1 na
nékolik tisic kilometr vzdalené sopecné ostrovy (Arditti a Ghani, 2000), vétSina semen
orchideji nepada daleko od matetské rostliny, coz vede k limitaci dostupnosti semen
(Jersakova a Malinova, 2007). Na druhé stran¢ semena vysemenéna pobliz mateiskych
orchideji maji vyrazné lepsi podminky pro svij rtust kvili zvySené pravdépodobnosti
ziskani vhodného houbového symbionta, ktery se nachazi v okoli dospé€lych rostlin
(Whigham et al., 2002; McCormick et al., 2016). Semena né¢kterych druhti i pies svou
nepatrnou velikost mohou zlstavat v bance semen i n€kolik let, kde ¢ekaji na ptihodné

podminky k vykli¢eni (Whigham et al., 20006).

Pii vyzkumu kli¢eni in situ bylo zjisténo, ze kliCeni semen je pozitivné
korelované s vyskytem dospélych jedinct (Batty et al., 2001; Diez 2007; Jacquemyn, et
al., 2009). Predpoklada se, ze divodem je rozmisténi mykorhiznich hub a edafické
podminky. Naopak ve studii TéSitelové et al. (2012) se ukazaly byt dobrym prediktorem
kli¢eni protokormy v pokrocilejsim stadiu ristu a ne dospéli jedinci. Dospélé rostliny
vyvoje orchideje mize také dojit k posunu niky a tak jsou semendcky schopné se

vyvinout na Sir§im spektru lokalit, nez rostou dosp€lci (TéSitelova et al., 2012).

Orchidejova semena 1 dospélci vSak nejsou limitovany jen svou disperzi, ale 1
biotickymi a abiotickymi podminkami na ni plsobici (Batty et al., 2001; Diez 2007;
McCormick et al., 2012). Mezi abiotické faktory fadime pH, vlastnosti pidy, mnoZstvi
organické hmoty, vlhkost, svételné podminky atd. Napiiklad zimni teploty a srazky se
ukazaly byt urcujici pro pteziti orchideje (Pfeifer et al. 2006). Co se tyce biotickych
podminek, vhodny symbiont je spolu sopylovac¢i pro uspé$ny rust orchideje
nepostradatelny. Dilezita je i interakce mezi jednotlivymi faktory, coz ma za nésledek
velkou Umrtnost semenackit (Rasmussen, 2002). I pfes pomémé velké mnoZstvi
kli¢icich semen, od 30 do 89% na vhodnych mikrostanovistich (Rasmussen a Whigham,
1993; McKendrick et al., 2000), stadia protokormu dosahne méné¢ nez 1% semen (Batty
et al., 2001). Naptiklad druh Caladenia arenicola primérné vyprodukuje za rok 1200

semen, 50% z nich se dostane do semenné banky, vhodného mikrostanovisté ke kli¢eni
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dosdhne 10% a stadia semenacku dosdhne jen priblizné 0,4 jedinci na matefskou

rostlinu za rok (Batty et al., 2001).

Ukazalo se vSak, Ze ackoliv maji orchideje slozity a komplexni vztah
S prosttedim, ve kterém rostou, mohou i ony byt jednémi z prvnich kolonizatort.
V Estonsku byly pozorovany orchideje rostouci na environmentdlné¢ degradované
lokalité popelovych vysypek a haldach po tézb¢, s ptidou a vodou kontaminovanou
sirou a toxickymi kovy (Shefferson et al., 2008). U vSech zkoumanych orchideji byly
nalezeny mykorhizni houby, které se neliSily od populaci rostoucich v piirozenych

mistech vyskytu (Shefferson et al., 2008).

Je zfejma snaha o rozpoznani vhodnych podminek pro vyskyt orchideji, za
ucelem jejich ptipadné reintrodukce. U orchideji vazajicich se na ektomykorhizni
(ECM) houby bylo zjisténo, ze mnozstvi ECM kofenovych $pic¢ek neni urujici pro
abundanci houby vptdé, ¢i jeji dostupnosti pro orchidej. Nicméné mnozstvi
potencionalniho hostitele nebo kolonizace ECM kotenti miize byt lepsim indikatorem
distribuce orchideji nez jen samotny vyskyt vhodného symbionta (McCormick et al.,
2009). O distribuci saprotrofnich hub toho neni pfili§ znamo. Pro dfevokazné houby
McCormick et al. (2012), Rasmussen a Whigham (1998a) zjistili, Ze vyskyt hub
rozkladajici dfevo je pozitivn€ ovlivnén organickym substratem — dievem, stafim
ekosystému a jeho vlhkosti.

Kvili malé uspéSnosti preziti semenackl a slozitym mezidruhovym vztahtim je
vhodné zabyvat se obnovou orchideji jako komplexnim problémem. Této problematice
se veénuji v kapitole ,,2.5 Prehled metod pouZivanych pii obnové orchidejovych

populaci®.

2.4 Obnova orchidejovych stanovist’ a populaci

Ochrana a obnova populaci orchideji je problematicka kvili jejich slozitému a
casto dlouhému Zivotnimu cyklu, ale i faktorim, které jejich vyskyt ovliviiuji. Stejné
jako ostatni rostliny ovliviiuje vyskyt orchideji biotické a abiotické faktory. Obzvlasté

ey

vSak u orchideji je potfeba pamatovat i na organismy zijici s orchidejemi v uzkém
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vztahu, jako jsou mykorhizni houby, které jsou pro orchidej nezbytné, tak i na Casto
druhové specifické opylovace. Vyskyt orchideje je tedy podminén nejen vlastnimi
biotickymi a abiotickymi faktory, ale i biotickymi a abiotickymi podminkami svych

symbiontl, které mohou byt od orchideje rizné (McCormick a Whigham 2012).

Naptiklad u druhu Tipularia discolor, ktery byl zkoumany v jedné z prvnich in
situ studii, bylo zjisténo, ze kli¢i jen na rozkladajicim se dievé. To bylo zptsobeno tim,
ze mykorhizni houba asociujici se semeny béhem kli¢eni je saprotrofni a rozklada
odumfelé dievo. V dospélosti nejsou orchideje na tlejicim dreve zavislé a tak je mozné
je nalézt i v prostfedi bez n¢j a to z divodu zmény mykobionta. Proto muizeme
usuzovat, ze abiotické podminky (v tomto ptipadé ptitomnost tlejiciho dfeva v
substratu) ptimo limituji mykorhizni houbu a jen nepfimo orchidej v jejich Casnych
stadiich. Tipularia discolor je tedy orchideji, u které kazdy jedinec proziva vyraznou
zménu abiotickych podminek béhem svého zivotniho cyklu (Rasmussen a Whigham,

1998a).

V nékterych piipadech muize byt problém rozeznat na jaké stddium zména
biotickych ¢i abiotickych podminek plsobi. Pfipadem tohoto problému je lesni druh
Cypripedium acaule, kterého béhem tfinactiletého pozorovani bylo nalezeno jen malé
mnozstvi semenackd, jejich velky nardst byl zaznamenan teprve po naruSeni
stromového korunového zapoje ohném a okusem housenek. Po prosvétleni se objevilo
velké mnoZzstvi novych rostlin, u kterych vSak nebylo znamo, zda Slo jen o jedince
vV dormanci ¢i nové vykliCené semendcky. Z toho divodu nebylo mozné fici, zda
naruseni prostiedi plsobilo dobfe na vznik novych semendckl, pieruSeni dormance
vV podzemi rostoucich jedincti, ¢i obojiho (Gill, 1996). Rozlisit vyrGstajici jedince je
mozné jen tim, Ze odkryjeme svrchni vrstvu plidy. Tento zpiisob je nutny, protoze
jedinci v dormanci se mohou vyrazné¢ zmensit napiiklad kvuli herbivorii (Whigham,

1990).
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2.4.1 Ochrana luénich orchideji

V Ceské republice nalezneme orchideje jak v lesnich tak lu¢nich ekosystémech.
A¢ ohrozeny lidskou ¢innosti jsou ob¢ skupiny, problematika obnovy populaci lesnich
druhti je slozita kvili jejich Casté asociaci s ektomykorhiznimi houbami a nutné
pritomnosti dlouhovékych mykorhiznich dfevin. Ochrana téchto druht je tak Casto
zéavisla na zachovani ¢i jen citlivych zasazich do lesnich porostii a je mimo zaméfeni

této prace.

Orchideje rostouci v luc¢nich ekosystémech se poji se saprotrofnimi houbami,
které lze Gspé$né péstovat i ex sSitu, coz umoziuje testovat v laboratornich podminkach
vliv riznych podminek prostiedi na houby, ale i na symbidzu s orchideji a tak i
aktivnéjsi ptistup k obnové jejich populaci na narusenych stanovistich (Ponert et al.,
2013). Lucni ekosystém muize byt ohrozen nékolika zptisoby, kromé& hnojeni luk i
nevhodnym ¢asem sece (tedy pii vrcholu vegetaéni sezony), odvodiovanim,
pfeménovanim luk v hospodaiské pozemky (pfili§ intenzivni pastva ¢i rozordvani) a

jejich zvétSovani ve veétsi a jednotné celky (Wotavova et al., 2004).

Casto svétlomilné a malo konkurenéné zdatné orchideje jsou negativng
ovlivnény jak zéastinem okolni vegetace, tak i pfebytkem Zivin jako takovym (JaneCkova
et al., 2006). Se zvysujici mirou zivin (dusiku a fosforu) v padé roste i vzrust rostlin a
postupné dochazi k selekci nitrofilnich druhti, kterym svéd¢i na ziviny bohaty substrat
(Ponert et al., 2013). Tim se stavaji louky druhové méné bohaté a spolu se snizujici
diverzitou mizi i orchideje (Wotavova et al., 2004). Byla také zjisténa pozitivni korelace
mezi vyskytem orchideji a mnoZstvim bylin a naopak negativni korelace mezi vyskytem

orchideji a trav (Dijk a OIff, 1994).

Piikladem konkrétniho vyzkumu je druh Dactylorhiza majalis, pro ktery bylo
zjisténo, Ze je nejlepSim planem péce se¢ dvakrat roné a to po odplozeni a nasledné
pred zaCatkem zimy. Pfi zkoumani vlivu teploty na rust byl potvrzen heliofyticky status
této orchideje (Jersdkovd a Kindlmann, 2004), kvétnové teploty meély vysoce

signifikantni vliv na celkovy povrch listi (Wotavova et al., 2004).

Disledkem toho je nutné po seci odvazet rostlinnou biomasu, aby nedochazelo

k zastinu orchideji a k pomalé zméné ku zivinami bohatému, ale na druhy chudému
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stanovisti. Tento management byl shledan nejlepSim v porovnani s kosenim ob rok ¢i

jeho naprosté absenci (Wotavova et al., 2004; Janeckova et al., 2006).

Vliv hnojeni zkoumali i Hejcman et al. (2010) a to u druht Dactylorhiza
maculata, Platanthera bifolia a Listera ovata v dlouhouletém pokusu ,Rengen
Grassland Experiment. Zjistili, ze zalezi na kombinaci pouzitych hnojiv, Ca a CaN
neni pro orchideje problematickd, na rozdil od CaN a P. Z dlouhodobého hlediska
nemé¢l vliv dusiku na orchideje fatdlni nasledky, ale k jejich vitalit¢ nepftispival.
Nicméné destruktivni vliv méla na orchideje kombinace fosforu a dusiku. Tyto
vysledky jsou podporou pro starSi kvétindCové vyzkumy. Prikladem je druh
Dactylorhiza fuchsii, ktery hnojeni dusikem pfezil, ale obzvlasté¢ rust kofeni byl
redukovany (McKendrick, 1996). Orchideje se vSak reakci na riznd hnojiva lisi.
Piikladem toho muze byt druh Dactylorhiza majalis, ktery rostl ze zkoumanych
orchideji nejlépe pii vysoké mite fosforu, na rozdil od druhu D. praetermissa, ktery

timto hnojivem trp¢€l nejvice ze zkoumanych druht ( Dijk and Eck, 1995).

2.4.2 Moznosti vyzkumu ochrany

Vyzkum orchideji vede K rozsifeni védomosti ohledné slozitych Zivotnich cykla
a prostredi, které ovliviiuje Zivotaschopnost orchideji a persistenci v krajiné. To co plati
pro jeden druh, mize byt Gpln¢€ jiné u jiného druhu a tak je tfeba Casto zaméfit vyzkum
vice druhové specificky a zaroven pouzit vice druhti metod (McCormick a Jacquemyn,

2014).

Nekteré asociace mezi orchidejemi a houbami mohou fungovat pouze
Vv laboratornich podminkéch, ¢i se jedna o symbioticky vztah, ktery je kompetitivni 1 za
pfirozenych podminek. Rasmussen (2002) tedy navrhuje, aby specificita byla zejména
zkoumana v ptirozeném prostiedi ,,in situ“, €1 za realistickych klimatickych podminek

v laboratofi ,, in vitro “ (S pouzitim piirod¢ blizkého substratu a nedormantnich semen).

Diky metodam ,,in situ“ je mozné ziskat redlny pohled na véc. Studuji se
biotické a abiotické faktory ovliviiujici danou lokalitu, je snaha méfit, analyzovat a

pozorovat zmény, ke kterym v pfirozenych populacich dochéazi. Oproti praci s jinymi
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druhy rostlin, jsme u orchideji ¢asto limitovani zasahy, které je mozné na jednotlivych
druzich provést z diivodu jejich ohrozenosti a vzacnosti. Kvili tomu je nutné ziskavat

prislusna povoleni a zaméfit se na vyzkum nedestruktivni.

Vyzkum in vitro dovoluje zabyvat se ¢asto problematikou mnohem detailnéji a
S presnéj$im mefenim. Biotické a abiotické faktory je mozné v laboratofi manipulovat a

1épe porozumét tomu, jaky maji vyznam v piirode pro rostlinu ¢i mykobionta.

Pouzivani molekularnich technik zcela zménilo moznosti vyzkumu. Sekvenace a
dalsi molekularni techniky umoznuji popsat diverzitu, abundance a fylogenetické

vztahy nejen samotnych orchideji, ale i jejich mykobiont.

2.4.3 Dlouhodobé uchovavani semen a mykorhiznich hub

Co se tyCe samotné ochrany, je snaha chranit mizejici orchideje i ex situ,
napiiklad uchovédvanim semen orchideji v semennych bankach, ¢imz dochazi
Kk prezervaci velkého mnozstvi diverzity na malém prostoru. Primarné je tento program
zamé&fen na zemé s vysokou diverzitou orchideji v Asii, Jizni a Stfedni Americe. Takto
uchovana semena mizou byt nasledné pouzita na reintrodukci restaurovanych lokalit i

Vv piipad¢, Ze by pokles populaci in situ tyto moznosti nedovoloval (Seaton et al., 2010).

Orchidejova semena se stejné jako semena ostatnich skupin li$i v narocich na
typ skladovani (teplota, vysuSeni, délka skladovani), nicméné nejpouzivanéjsi je
skladovani zralych semen a jejich néasledné suché zmrazeni na - 20 °C (Seaton a
Pritchard, 2003). Spolu se semeny orchideji je nutné uchovavat i jejich symbiotické
houby, coZ je mozné dlouhodobé& délat pii teploté pod nulou v alginatovych kapslich
(Sommerville et al., 2009). Vyzkum v tomto oboru se nicmén¢ stale vyviji, novéji je
napiiklad moznost skladovat orchidejova semena ¢i mykorhizni houby v tekutém

dusiku pfi - 196 °C (Seaton et al., 2010).
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2.5 Prehled metod pouzivanych pri obnové orchidejovych populaci

Pro obnovu populaci orchideji v pfirod¢ je nutné ziskat vhodné mykorhizni
houby, jejichz absence ¢i nedostatecnéd abundance je pravdépodobné nejcastéjsi pri¢inou
neuspésného vykli¢eni rostliny. Saprotrofni druhy hub lze izolovat na zZivném médiu jak
ze semen kli¢enych v polopfirozenych podminkach v pid¢ tak z kofenti dospélcu. Diky
molekuldrnim metodam je mozné izolaty ucinn¢ identifikovat a posléze testovat jejich
schopnost opravdu podpofit kliceni zkoumaného druhu in vitro. Nabizi se pak rizné
pfistupy, jak se pokusit o uchyceni rostlin v pfirodé. VSechny zminéné metody

rozebiram podrobn¢ nize.

2.5.1 Kliéeni semen in situ

Jak jiz bylo zminéno, semena orchideji jsou tak mal¢, Ze je nazyvame prachova.
Z tohoto duvodu je velice tézké, az nemozné hledat semena Vv piid€ at’ uz pro ziskavani
mykorhiznich hub nebo pro sledovani jejich kli¢ivosti v riznych podminkach. Na vysev
semen byly pouzity rizné metody (Van der Kinderen, 1995), mékké kapsy vytvorené
pomoci zataveni nylonové sitoviny (Batty et al., 2001), ¢i nékolikakomorové kapsy pro
porovnani kli¢ivosti jednotlivych druh (Brundrett et al., 2003). NejpouZzivanégjsi je
nicméné¢ metoda vynalezena Whighamem a Rasmussenovou (1993), ktefi poprvé
pouzili rameckt na diapozitivy, do kterych vlozili pielozenou nylonovou sitovinu ve
tvaru obdélniku o rozmérech 40 mm x 60 mm (Nutex. ¢islo 35), nylonova sitovina méla
velikost porit 35 um. Do takto pfipravené kapsy byla vlozena orchidejovd semena,
skladovana kratkodobé pti pokojové teploté az do doby vysevu (Rasmusen a Whigham,
1998a). Tato metoda se dnes pouziva po celém svété a to i ptfi vyzkumu na epifytickych
orchidejich (Zi et al., 2014). Hustota sitoviny, je takova, aby hyfy mykorhizni houby
byly schopné ji prortist a dostat se k semeniim. Spolu se semeny je mozné piidat do
rameckl 1 drcené dievo, které mize pomoci udrZzovat vlhké mikroklima (D. Whigham —

osobni komunikace, McCormick et al., 2012, Obr. 2).
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Obr. 2: Schématicky obrazek ramecku se sitovinou a semeny s drcenym dievem, které vlozime

dovnitf.

Kwvili malé velikosti semen je obtizné jich do ramecku vlozit presné mnozstvi.
Pocet semen se v ramecku obvykle pohybuje mezi 100 — 300 a nejlep$im zptisobem
méteni je pouZiti kalibrované odmeérky, ktera snizuje mnozstevni variabilitu. Uzaviené
ramecky jsou nasledné vlozeny do piidy horizontaln€ (Rasmussen a Whigham, 1998a)
¢1 vertikdlné (pro velké mnozstvi pouziti krabicky na diapozitivy (Whigham et al.,
2002), do hloubky vhodné na klieni semen, tj. pfiblizné péti centimetri (Van der
Kinderen 1995). Misto 1ze oznacit naptiklad navazanim rdmecku za nylonovy vlasec na

hiebik, ktery je mozné zpétné nalézt za pouziti detektoru kovu.

Vyhodou této metody je také moznost postupného odbéru rameckl
na dlouhodob¢ zkoumanych plochach. Pied vyhodnocenim je vhodné ramecek jemné
ocistit a az poté vlhkou sitovinu pfilozit na misku s jednoduchym vodnim agarem
(recept v ptiloze) (Rasmussen a Whigham, 1993) na kterém se semenacky pfichyti, ¢i

pfimo na sklicko. V obou piipadech je pfitomnost kli¢icich semen a protokormil
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vyhodnocena za pouziti binolupy (Whigham et al., 2002). Nevyhodou je, Ze ramecky se
semeny dokazi odhalit, zda je na daném mist¢ vhodnd mykorhizni houba a
environmentalni podminky, nicméné¢ neni mozné tyto faktory oddélit (Nantel a
Neumann, 1992). Nevyklicend semena lze jeSt¢ po vykopani analyzovat pouzitim
tetrazoliového testu, pomoci néhoz lIze zjistit, zda jsou nevykli¢end embrya jesté ziva

(Rasmussen, 1995).

2.5.2 I1zolace mykorhiznich hub do kultury

Mykorhizni houby tvofici pelotony je mozné vyizolovat na médium z kotenil
dospélych jedincii i1 z protokormi. Saprotrofické houby, typické pro lu¢ni zelené
orchideje, jsou vétSinou jednoduse kultivovatelné v porovnani s houbami
ektomykorhiznimi. Snaha o kultivace téchto problematickych druht vedla pied dobou
molekularni identifikace k velkému mnozstvi izolovanych kontaminaci (McCormick et
al., 2004). Mykorhizni houby lze ziskat z fezti mykorhiznim kofenem a to jejich
poloZenim na zivné médium nebo z mykorhiznich struktur — pelotonti. Prvni pfistup je
sice mnohem méné pracny, nicméné jen malo UspéSny v ziskdvani mykorhiznich hub
(Kohout et al., 2013; Zettler et al., 2005), budu se proto dale vénovat pouze izolacim z

pelotond.

Kizolaci pelotonti je mozné pouzit kofeny dospélych jedinct, které je snaha
odebirat co nejméné destruktivné (Zhu et al., 2008), ¢i celé protokormy vypestované za
timto Géelem in situ vrameccich od diapozitivii. V nékterych piipadech je nutné
izolovat pelotony z obou stadii, protoze dospély jedinec se mize pojit s jinym druhem

symbionta nez protokormy stejného druhu (Zelmer et al., 1996).

Pro izolaci pelotonii z kofenti je nutné odebrat nékolik kofend, protoze miru
jejich mykorhiznosti 1ze zjistit jen v laboratoii pod binolupou. Kotfeny jsou nasledné
jemné kartdCkem ociStény vodou od hliny a povrchové sterilizovany (Tab. I).
V posledni z kadinek s destilovanou vodou je mozné koteny nechat do doby, nez mohou

byt postupné zpracovany.
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Tab. I: Piehled sterilizace mykorhiznich tkani (ptiklady metod)

Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3 Metoda 4
Reference | kofeny koteny protokormy koteny a
Kohout et al., Zhu et al., 2008 Kohout, Gstni protokormy
2013 sdéleni Zettler a Piskin,
N 2011
koteny
Currah etal., 1987
krok 1 5% NaClO a 5 X sterilni 1 dil (Savo) : 5 | Roztok: 5%
1% NaCl (Savo) destilovana voda dilt vody abs(())lutm etohanol
rotokormi (305) + 5% (5.25%
(305s) p NaOCl;Clorox®
korfenti (1 min) bleach) + 90%
sterilni destilovana
voda
(1 min)
krok 2 2 X destilovana 10 ml st. dest. 2 X sterilni 2 x sterilni
voda (30 s) voda + 150 ug/mg | destilovana voda . .
. destilovana voda
streptomycin (305)
sulfat + 150 ug/ml
potassium
Penicillin G
(10 min)
krok 3 sterilni sterilni sterilni

destilovana voda

destilovana voda

destilovana voda

S povrchové sterilizovanymi kofeny musi byt dale nakladano jen za pouziti

sterilnich nastrojli, ¢i alespon nastrojii a ploch otfenych 70% ethanolem, pfipadné i

opalenych nad plamenem. Kofen je nutné nakrajet pomoci Ziletky na pllcentimetrové

useky (Kohout et al., 2013; Zhu et al., 2008), na kterych je mozné urcit, zda se jedna o

mykorhizni &asti. Cast mykorhiznich kust lze pak pouZit na izolaci pelotonti a

pfiléhajici Casti je nutné zamrazit pro piipad, Ze by mykorhizni houby na médiu

nevyrostly a bylo by nutné je identifikovat pomoci molekularnich analyz.
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Pti izolaci hub z pelotont je mozné mykorhizni kusy kofenti jesté ztencit a to az
na 0,5 mm tenké fezy a nasledné z pletiva pomoci preparacni jehly uvolnit pelotony, do
kapky zautoklavované destilované vody (Kohout et al.,, 2013). Jinym zplsobem
uvolnéni pelotont z kofene je jeho stlaceni skalpelem (O’Neill, Gstni sd€leni; Currah et
al., 1987), ¢i roztrhani pomoci jehel (Warcub a Talbot, 1967; Zhu et al., 2008)
s ptipadnym odstranénim jeho pokozky (Zettler a Piskin, 2011; Zhu et al, 2008).

Po rozvolnéni tkané vznika vazky roztok pelotonii a Skrobu. Proto je pfi izolaci
pelotonti klicové promyti a nasledné ziskani co nejCistéjsi houbové biomasy, vznikly
roztok se promyva cca 4 krat - 6 krat (Rasmussen a Whigham, 1998a) az 7 krat (Kohout
etal., 2013).

Dal$i moznosti separace pelotonll ze starych kofent je jejich inkubace po dobu
4— 24 hodin ve 2 ml zkumavkach (v ptipadé delsi nez 10 hodinové inkubace
s ptidanymi latkami: (100 ug/ml streptomycin sulfatu a 100ug/ml potassium Penicillin
G)). Pomoci této metody je mozné rozlisit zivé pelotony od mrtvych tim, ze z zivych

zacnou po néjaké dobé vyrustat rozpoznatelné hyfy (Zhu et al., 2008).

Vhodné pelotony je mozné vybirat pod binolupou za pouziti sklenéné (O’ Neill,
ustni sdéleni) ¢i automatické pipety (Kohout et al., 2013), pipetou je vazky roztok fedén
v n¢kolika kapkach zautoklavované vody (Rasmussen a Whigham, 1998a), ¢i jedenkrat
ve vétsim mnozstvi (10 ml) — (Zhu et al., 2008). Postupnym promyvanim a vybiranim
vhodnych pelotonti je nakonec dosazeno roztoku s minimalnim obsahem Skrobovych

zrn a ¢asti bunéénych stén.

Z roztoku jsou postupné odebirany jednotlivé pelotony v malém objemu vody a
vstiikovany na ptipravené pevné médium (Tab. II) nebo PDA disk (Zhu et al., 2008).
Vzdalenost pelotoni na misce by méla byt né€kolik centimetrd, aby do sebe kolonie
vyrustajici z jednotlivych pelotoni neprortstaly piili§ brzy (Kohout et al., 2013).
Vhodné pelotony mohou mit rzny tvar u riznych druht, ale vzdy pro né plati, ze by
mély byt spiSe mladsi, s neohraniCenymi okraji, ze kterych je patrné, Ze se jednd o
smotek volnych hyf. U takto vybranych pelotonii byva nejlepsi GispéSnost pfi izolaci

houbové kultury (Rasmussen a Whigham, 2002; Zhu et al., 2008; Kohout et al., 2013).
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Jednotlivé pelotony lze ziskat i jejich separaci na dné Petriho misky a ndsednym
prelitim MMN ¢i FIM médiem (Currah et al. 1987) (Tab. II), ¢i pfidanim pelotonti do
média (Warcub a Talbot, 1967) s jeho naslednym ztuhnutim (Zettler a Piskin, 2011).

Cely tento proces je nutné udrzovat ve sterilnim prostedi, aby nedochazelo ke
kontaminacim, probihd v ethanolem ocisténém a UV svétlem sterilizovaném Flow
Boxu. Také misky s médiem pouzité na izolaci mykorhiznich hub musi byt nalévany a
skladovany ve sterilnich podminkach. Aby nedoslo ke kontaminaci budoucich kultur, je
nutné misky po izolaci dikladné uzaviit za pouziti Parafilmu ¢i potravinové folie
(O'Neill; ustni sdé€leni). I pfes vSechna tato opatfeni se vétSinou pouziva pfi izolaci
médium s antibiotikem Novobiocin (Whigham et al., 2002), ¢i streptomycin sulfat a

potassium Penicillium (Zhu et al., 2008).

V médiich urenych pro izolaci orchideoidnich mykorhiznich hub je casto
snizeno mnozstvi cukrd (jako sachardza, sladovy extrakt), aby nebyly pomalu rostouci
mykorhizni houby rychle pfertstiny kontaminanty (Kohout et al., 2013). Pokud neni
feCeno jinak, jednd se o média tuhd (s agarem) (Tab. II). Houby se mezi sebou lisi
v reakci na jednotlivd média, z toho diivodu neni mozné pouzivat jen jeden druh a je

potieba je testovat.

Izolace pelotonl z protokormu je obdobna té z dospélych rostlin (Whigham et
al., 2002). Na rozdil od ni, vSak dochdzi k odbéru destruktivnimu, protoze mlada
rostlina nemé Zadné koteny, které by ji mohly byt odebrany se zachovanim zbytku.
Prevazné se vSak izoluje z protokormu kli¢ich v orchidejovych rameccich, ¢imz neni
volné rostouci populace nijak ohrozena. Pfi izolaci z protokormt je vhodné pracovat jen
s vétsimi vzorky (cca od 1,5 mm), pficemz mykorhizni ¢ast je pouze na jejich bazi
(Rasmussen, 1995). Vybrané protokormy jsou bud’ sterilizované povrchové v fedéném
roztoku Sava (napf. 1 dil Sava: 5 dili vody, (Jersdkovd — osobni komunikace) a
nasledné promyty ve vod¢, pfip. jsou pouze omyty vodou, coZ muze mit za nasledek
zvySenou kontaminaci. U malych protokormli neni nutné fezat je na tenc¢i platky, je
mozné ihned vydlabavat pelotony a nasledné je promyvat ve zautokldvované vod¢.

Zbytek metodiky je stejny jako pfi izolaci pelotont z kotene.
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Tab. Il - Pfehled nejcastéji pouzivanych zivnych medii na izolaci saprotrofnich mykorhiznich

hub orchideji a vzklicovani orchidejovych semen. Slozeni médii je uvedeno v Piiloze.

Pouziti Nazev média Reference pouziti
Izolace hub z pelotonti modifikované Melin Norkrans | Kohout, istni sdéleni
(MMN)

Currah et al., 1987
/ (tekuté tuhé, 55°C)

E-medium McCormick et al., 2006

Fung. Isol. Med. (FIM) Zettler a Piskin, 2011

Potato dextrose agar (PDA) | Zhu et al., 2008; Zettler a
Piskin, 2011; Zi et al., 2014

Uchovavani houbovych BS médium O’Neill, ustni sdéleni
kultur pii 20 °C
modif. Melin Norkrans Whigham et al., 2002
(MMN) pii 20 °C

Potato dextrose agar (PDA) | Whigham et al., 2002

pii 4 °C
Oatmeal media (OMA) Clemets et al., 1985;
pii 4 °C Jersakova, ustni sdéleni
Asymbioticky vysev semen |Oatmeal media (OMA) Zettler a Hofer, 1997
(bez zdroje jednoduchych
cukri)
Vodni médium Rasmussen a Whigham, 1998a
(Water agar)
Symbioticky vysev semen | Oatmeal media (OMA) Clemets et al., 1985
Ridké médium se dfevem McCormick et al., 2004
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Houby vyrtstajici z pelotont vSak nemusi byt pouze mykorhizni houby, protoze
ty mohou byt pferGstany rychle rostoucimi endofytickymi houbami Zijicimi v kofeni.
Schopnost houby tvofit mykorhizu se zkoumanym druhem orchideje je proto nutné
ovéfit pomoci symbiotického vysevu, nesta¢i pouze molekularni identifikace (Prosser,

2013).

2.5.3 Identifikace kultur pomoci molekularnich metod

Pti identifikaci izolovanych hub je nutné se spolehnout na molekularni techniky,
protoze houby v kultuie jen vzacné vytvaii spory, jez by umoznily identifikaci a 1 tak by

bylo obtizné urcit pifesny druh pouze podle morfologie.

DNA je mozné extrahovat jak z mykorhizni tkang, tak i z Cisté kultury
modifikovanou metodou CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) (Piercey-Normore
a DePriest, 2001), Dneasy Plant Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) (Té&Sitelova et
al., 2012) ¢i metodou extrakce NaOH (Kos$nar, Ustni sdéleni). Houbové kultura za
ucelem k extrakci DNA pochazi bud’ z tuhého (T&Sitelova, ustni sdéleni), ¢i tekutého
média (McCormick et al., 2004). Je vhodné pracovat s piiblizné stejné velkymi vzorky
tkani hub, aby se sniZila variabilita koncentrace vyextrahované DNA (KoSnar, Ustni

sdélent).

Vyextrahovanou DNA je nésledné mozné amplifikovat pomoci polymerazové
tetézoveé reakce (PCR) na nejCastéji sekvenovaném tseku ITS. Za timto ucelem jsou
vybrany vhodné primery a to univerzalni, ¢i velmi specifické, podle vybéru primert se
nasledné¢ amplifikuje DNA vzorku. V piipad€ prace s Cistymi kulturami je dostatecné
pouziti univerzalnich primerd. Uspé&nost amplifikace v PCR produkty je mozné si

ovéfit pomoci vizualizace vzorkll na gelové elektroforéze.

K rozliSeni jednotlivych jednotlivych druhit hub Ize pouZzit metodu
Polymorfismu délky restrikénich fragmenti (RFLP), ktera umoziuje Stépit DNA
pomoci enzymul v mistech s konkrétni sekvenci. Pfi zobrazeni na gelu dovoluje srovnat
jednotlivé kultury podle jejich unikatnich, druhové specifickych vzorii. Protoze mira

opakovani druhit hub mezi izolaty je vysoka, je snizeni jejich poctu vhodnym fesenim,
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jak omezit ndklady na sekvenaci. Samotnd sekvenace je vSak pro urCeni identity

mykorhiznich hub nutna.

Vzhledem k tomu, ze vétSina hub ziskavanych z orchideji neni zatazena do
morfologickych druhti, standardn€ se pouzivaji operacni taxonomické jednotky (OTU)
které jsou analogické k uréeni do druhti u jinych lépe popsanych organismi. Ty se u
Basidiomycet obvykle vyliSuji na zakladé 97 % podobnosti v ITS tseku (Hughes,
2009).

2.5.4 Symbioticky a asymbioticky vysev semen in vitro

K ovéfeni mykorhizniho potencidlu u hub vyizolovanych z kofent je nutné
zjistit, zda podporuji kli¢eni semen (McCormick et al., 2004). Vysev in vitro je mozné
provést dvéma zpusoby a to symbioticky a asymbioticky. Symbioticky vysev je
metodou pracujici se semeny klicového druhy a zkoumanou (mykorhizni) houbou (Tab.
II). Asymbioticky vysev je definovan, jako vysev bez izolatu houby (Tab. II). Jedna se o
a) kontrolu k vysevu symbiotickému, pouzité médium je stejné jako pro vysev
symbioticky — bez orchideji dostupnych cukrti; b) kontrolu efektu zivotaschopnosti a
stratifikace semen (Whigham et al., 2002), pouzit¢é médium je kompletni — i s cukry
(Rasmussen, 1995). Symbioticky vysev ma typicky rychlejsi a vyssi kliivost nez vysev
asymbioticky (Rasmussen et al., 1990a). Izolat zkoumané houby lze povazovat za
mykorhizni, pokud podpofi semena v riistu do pokrocilejsiho stddia nez na kontrolnim

asymbiotickém vysevu bez zdroju orchideji dostupnych cukrti.

Pro symbiotické vysevy orchideji pojicich se se saprotrofnimi houbami
rozkladajicimi dfevni hmotu jsou doporucend hodné fidkd média s obsahem mletého
dfeva ¢i pudy (recept v pfiloze; Whigham et al., nepublikovano). N&které orchideje
dokonce nekli¢i v jinych nez symbiotickych vysevech, piikladem je druh Liparis
lilifolia (Rasmussen a Whigham, 1998a).

Bylo zji§téno, ze semena dokdzi reagovat i druhové nespecificky a jejich kliceni
mohou spustit 1 méné vhodni mykobionti a v nékterych ptipadech dokonce i nékteré

houby ¢i jiné mikroorganismy, které nejsou schopné tvofit orchideoidni mykorhizu.
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V ptipadé symbidzy mezi semenacky a houbou, kterd neni zcela kompatibilni, dochazi
k velké mife thynu semenackut (Zettler et al., 1999). Na druhou stranu, v podminkach in
vitro je znama cela fada Usp&$nych vysevi, kdy spolu byly kliceny v piirodé
nekompatibilni dvojice orchideje a houby. Mezi jeden z ptikladt patii vysev orchideje
Spiranthes sinensis s houbou Rhizoctonia solanii (=Thanatephorus cucumeris), ac¢koliv

jejim béznym symbiontem je Tulasnella deliquescens (Masuhara et al., 1993).

2.5.4.1 Sterilizace a vysev semen

Semena je pfed samotnym vysevem nutné sterilizovat a to z diivodu zniceni
moznych piivodci kontaminace ale 1 naruSeni testy, kterou je semeno kryté. V disledku
sterilizace dochazi ke zmén¢ chemizmu semenného obalu a testa je tak prostupnéjsi pro
vodu (Barsberg et al., 2013).

Typické pro sterilizaci jsou roztoky Ca(OCl), a NaOCl doplnéné o smacedlo.
Podle Rasmussen (1995) se lepSich vysledkti dosahuje za pouziti Ca(OCl)2,. Ac¢koliv
ob¢ latky jsou oxida¢nimu c¢inidly, NaOCl je siln&jsi nez Ca(OCl)2. Roztok Ca(OCl): je
obecné pouzivan v rozmezi 7,5 — 5% na rozdil od NaOCl 0,2 — 5%. I kdyz se jednotlivé
druhy mezi sebou 1i§i v délce vyzadované sterilizace (J. Ponert, ustni sdéleni),
nejvétsiho vlivu na semena se dosdhne béhem prvnich 15 minut (Barsberg et al., 2013).
Nicméné Rasmussen a Whigham (1998a; Van Waes a Debergh, 1986) sterilizuji bézné
semena i 1 — 8 hodin (pouziti saturovaného roztoku Ca(OCl)2 se smacedlem).
Plsobenim steriliza¢nich roztokl se zesvétli barva testy, vysledny odstin je popisovany
jako barva slonovinové kosti (Jersakova, Gstni sdéleni).

Pii symbiotickém vysevu jsou vysévana sterilizovana semena na tuhé médium
(Tab. II) ptimo, ¢i na kousek papiru (Zettler a Hofer, 1997). Jednou z moznosti je vysev
pomoci sterilni injekéni stfikacky s jehlou (metoda 1 -Tab. III). Orchidejova semena
jsou pienesena do stiikacky. Mezi stfikacku a jehlu (1,2 x 40 mm) je vlozen maly
kousek nylonové sitoviny (velikost ok cca 42 um) z diivodu udrZeni semen ve stiikacce
a jednodu$si manipulaci béhem sterilizace 1 vysevu. Ke sterilizaci dochézi uvniti
stiikacky a to postupnym promyvanim jednotlivymi roztoky. Poslednim krokem je

natahnuti odpovidajiciho objemu vody, ur¢en¢ho na vysev semen (Ponert et al., 2011).
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Jehla je sejmuta spolu se sitovinou a vyménéna za jehlu vétsi (1,8 x 40 mm). Pfi vysevu
je Cast suspenze vstiiknuta na pfipravené médium s naslednym piidanim houbového
izolatu o velikosti cca 4 mm?®. Na zavér jsou Petriho misky uzavieny pomoci Parafilmu.
Asymbioticky vysev je proveden stejnym zplsobem, jen bez pfidani houbového

symbionta.

Tab. III: Pfehled pouzivanych zplsobt sterilizace pro vysev orchidejovych semen.

postup | Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
Ref. Sterilizace semen ve Sterilizace semen Sterilizace plodu
stiikacce (Rasmussen et al., (Zietal., 2014)
(Ponert et al., 2011) 1990b)
plodu (Zi et al., 2014)
krok 1 | 70% ethanol 5% NaOCl + 0,3 % | 75 % ethanol
(4 minuty) Tween
(x min)
krok 2 | 3 X zautoklavovana 3 X zautoklavovana 3 X zautoklavovana
destilovana voda (15 s) dvakrat destilovand voda | dvakrat destilovana
(155s) voda (15 s)
krok 3 | 5 % roztok Ca (OCI):
+ 0,3 % Tween (X minut)
krok 4 | 3 x zautoklavovana
destilovana voda (15 s)

Dalsi moznosti vysevu semen je jejich sterilizace podle Zi (Zi et al., 2014).
Semena jsou uzaviena v omyvatelné kapse, kterd je néasledné oteviena ve sterilnich
podminkach. Semena jsou vsypana do 0,1 % sterilni suspenze agaru a pomoci pipety je
odebrano vzdy 150 pl agarového roztoku s piibliznym mnozstvim 140 semen. Roztok
se semeny je vstiiknut na ptlkruh nylonové sitoviny o poloméru 6 cm, kterd je vlozena
do Petriho misky s OMA médiem (Tab. IT) o poloméru 9 cm. Na zavér je vysev doplnén
0 5 mm? houbového inokula (Zi et al., 2014).

Vsechny misky jsou nasledné standardné¢ umistény do temného termostatu
(Hadley, 1982) o teploté cca 22 °C a udrzovany takto po dobu trvani experimentu. Bylo
ale zjisténo, Ze pro zkoumany druh Dactylorhiza majalis je nejvhodné&jsi kombinace

svétla a tmy béhem kliceni. NejlepSich hodnot bylo dosazeno pfi pocatecnich 14 dnech
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svétla a ndslednych 35 dnech tmy, ke kliceni vSak dochdzelo az béhem periody tmy
(Rasmussen et al., 1990b).

Vysev semen je na konci experimentu vyhodnocen na zakladé miry vyklicenych
semen (Rasmussen et al., 1990b), stadia premény v protokorm a zméfeni nckolika

nejveétsich jedinct (TeESitelova et at., 2012).

2.5.5 Udrzovani houbovych kultur

Piesazeni je provadéno ve sterilnich podminkach Flow Boxu a za pouziti
vysterilizovanych néstrojii. Za timto ucelem je vybrana jen mala ¢ast vyrustajici hyfy,
aby se snizila pravdépodobnost mozné kontaminace, ¢i se ji zbavily pravé samotnym
pfesazenim. V piipad€, ze uz byla mykorhizni kultura zbavena vSech kontaminaci, je
mozné vynechat antibiotikum Novobiocin, které mize mit negativni vliv i na rust

nékterych mykorhiznich hub (O’Neill, Gstni sdéleni).

Houbové kultury jsou po dosazeni urcité velikosti (kolonie o priiméru cca 4 cm)
za ideélnich tepelnych podminek (22 °C) ptfeneseny do lednice o teploté 6 °C, coz ma za
nasledek zpomaleni rGstu a tedy i jejich del$i pfeziti. Timto zplGsobem je mozné
houbové kultury uchovavat 1 piil roku (Whigham et al., 2002). Po vyprSeni této doby je
vhodné kulturu opét presadit na nové médium, par dna ji drzet v klimaboxu pfi teploté
22 °C a po vzniku malé Zivotaschopné kolonie ji opét dat do lednice. Nicmén¢ je zndmo
1 uchovavani kultur mykorhiznich hub pii pokojové teplot¢ (Whigham et al., 2002).
Napftiklad v laboratofi Dennise Whighama se osvéd¢ilo uskladiiovat velkou fadu hub ve
zkumavkach na Sikmém BS médiu (recept v ptiloze). Tyto kultury jsou pii skladovani v
pokojové teploté presazovany po tfech mésicich (O'Neill, tstni sdélent).

Nékteré¢ vyzkumy nasvédcuji tomu, ze mykorhizni houby maji vlastni
endofytické bakterie, které maji nepfimy pozitivni vliv na orchidej to tim, ze piimo
plsobi na mykorhizni houbu (Zhu et al., 2008). MnoZstvi baterii v houbovych kulturach

in vitro bohuzel klesa se stafim kultury (McCormick, ustni sdéleni).
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2.5.6 Vysev semen primo do pudy

Mnohymi studiemi bylo zjisténo, Ze orchideje jsou Casto limitovany disperzi
svych semen a padaji v blizkosti matefské rostliny (Jacquemyn et al., 2007; Jersakova a
Malinova, 2007). Jednou z moznych technik obnovy orchidejovych populaci je
rozsévani semen na piihodna stanovisté (De hert et al., 2013; McKendrick et al., 2000),
které je vhodné obzvlasté pro orchideje tvotici mykorhizu s Sirokou Skalou hub. Ackoliv
pro nékteré druhy a lokality mtize byt levnym a jednoduchym zékrokem (Té&Sitelova et
al., 2012), pro jiné, pojici se se saprotrofnimi houbami, nemusi byt vhodné. Diivodem

jeji ptitomnost (McCormick et al., 2012).

Vyskyt vhodného symbionta v pudé je mozné testovat pomoci molekularnich
technik. Za timto ucelem je pouzivana kvantitativni PCR metoda (qPCR). Vede ke
kvantifikaci mnozstvi houbové DNA, tedy rozSifeni symbionta v pidnim prostoru.
Dalsi moZnosti je pouziti metody rameckil se semeny, aplikace této metody naznaci i
vhodnost podminek prostfedi pro vykliceni semen (popsano v kapitole 2.3.1 kli¢eni
semen in situ). Oba zpisoby jsou ¢asove i finan¢né naro¢né, proto muze byt jednodussi

inokulum vhodné houby do ptdy ptidat spolu s vysetymi semeny.

Samotné piidani houbového inokula Ize provést nckolika zplsoby, ¢i jejich
vzdjemnou kombinaci. Prvni je pouziti houbové kultury rostouci na tuhém médiu.
V tomto ptipadé je vhodné otevfit Petriho misku aZ pfi samotném vysevu a tak zarucit,
ze kultura nebude kontaminovana a degradovana (Mursidawati, 2004; Jersakova, ustni
sdéleni). Nejprve se vykope do zemé¢ dira pomoci lopatky ¢i plidni sondy do hloubky
cca deseti az tfinacti centimetrd, tedy svrchni cast plidy s nejvetSim pfirozenym
vyskytem mykorhiznich hub (Van der Kinderen, 1995). Vyjmutd pida je nasledné

promisena s tuhym médiem a vloZena spolu se semeny zpét do pudy.

Dals8i moznosti je pouziti tekutého média (bez agaru) na misto tuhého. V tomto
pfipad¢ je napéstovana mykorhizni houba v tekutém BS médiu ¢i tekutém E-médiu
(McCormick et al., 2012). Kultura je nasledné¢ zhomogenizovéana a aplikovana pomoci
automatické pipety sufiznutou Spickou. I vtomto pfipadé je vhodné déavkovat

mykorhizni houbu bud’ do celého objemu zeminy, ¢i alespon pod povrch zemé
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(Whigham, ustni sdé¢leni). Mnozstvi nutného inokula je tifeba standardizovat

(Mursidawati, 2004).

Posledni moznosti vytvoteni houbového inokula ma vice podob, je mozné totiz
nechat mykorhizni houbu vrist do drceného dieva, sena, jahel, ¢i celulézovych smotki
(Mursidawati, 2004). V tomto piipade¢ je nutna delsi pfiprava inokula, protoze vristani
houby do téchto materiali trva 1 nékolik tydni (McCormick et al., 2012; osobni
pozorovani). Vhodny materidl je dobré si vybrat podle druhu mykorhizni houby,
naptiklad pii praci slesnimi saprotrofy je vhodné pracovat s drcenym dievem
(McCormick et al., 2012) ¢i celul6zovymi smotky (O’Neill, ustni sdéleni). Pro lu¢ni
druhy je vhodné zkusit seno ¢i jahly. Podrobnéjsi vyzkum na preferenci vhodného
materialu vSak nebyl proveden. Ve vSech ptipadech je ale nutné pracovat ve sterilnich
podminkach a material musi byt pfedem zvlhéen vodou ¢i tekutym médiem a nésledné
zautokldvovan (McCormick et al., 2012). Do sterilniho materidlu je pozdé¢ji vlozena
kultura mykorhizni houby ve formé kouskt tuhého média prorostlého danou kulturou,
¢i tekutého média obsahujici dany druh symbionta. V pribéhu ristu je dobré rostouci
inokulum udrzovat v termostatu o ptiblizné teploté¢ 23°C a piipadné je i promichat za
pouziti sterilniho nastroje. Takto pfipravené inokulum je nasledné misino s ptidou a

vkladano do vykopané diry spolu se semeny (McCormick et al., 2012).

Typy vysevll je mozné mezi sebou kombinovat, naptiklad pouzitim inokula
vrostlého do ptirodniho materidlu doplnéného o aplikaci samotného inokulovaného
tekutého ¢i tuhého média. Tim je moZné se vyhnout pfipadnym nepfijemnostem a
nevyhodam, které jednotlivé techniky maji. Nevyhodou aplikace tuhého média je, Ze
houba v médiu Casto neroste symetricky a jeji koncentrace v ¢astech misky i mezi
izolaty se mize zna¢né lisit (osobni pozorovani). Z tohoto divodu neni mozné ovlivnit,
kolik houbového inokula je nakonec do pudy pfidano. Naopak vyhodou je snadna

manipulace a jednoduché rozeznani rostouci kolonie v médiu.

Houba rostouci v tekutém médiu v porovnani stuhym médiem neni tak
jednoduse detekovatelnd a pii pouziti je nutné pocitat s nutnosti manipulace s jednou
kulturou béhem kratkého Casu, coz je mozné vyiesit piipravou vice sterilnich nadob.

Vyhodou tekutého média je jeho pomérné piesné davkovani a po homogenizaci média
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S kulturou houby je mozné ocekavat, ze i koncentrace houby v jednotlivych davkéach

bude ptiblizné stejna (Whigham, ustni sdéleni).

Pouziti inokula¢nich materidlti jako je drcené dievo, seno, jahly, ¢i celul6zové
smotky se zda byt nejvice prirozené (Rasmussen et al., 1998a), nicméné¢ manipulace
S témito kulturami vrostlymi do pfirodniho materialu je vyrazné naro¢néjsi, jak casove,
tak 1 prostoroveé. Takto pfipravend inokula je tfeba také pred samotnou aplikaci jesté
jednou zkontrolovat, zda se houb¢ podafilo prorist dany material a zda se nejedna o
nezadouci kontaminaci (O’Neill, ustni sdéleni). Provedeni takového testu je tieba
naplanovat kratce pred pouzitim (¢i opakované béhem této doby). Na tuhé médium je
polozen ve sterilnich podminkach maly vzorek ptirodniho materialu a béhem tii dnti je
pozorovan piipadny rast hyf, za¢inajicich se §ifit do podkladového tuhého média. To je
znamka uspeés$né kolonizace cilového materidlu (McCormick et al., 2012). Aby byla
vylou¢ena mozna kontaminace, je nutné vyrustajici hyfy identifikovat pomoci
molekularnich metod. Jediné tak je mozné si ovéfit, Ze zamySlena kultura mykorhizni
houby je Cistd. Tento ukon neni tfeba pii pouziti tekutého a tuhého média provadet,
protoZze kontaminace je zde Casto rozpoznatelnd a je mnohem jednodussi se ji vyhnout.
Dalsi nevyhodou pouziti kolonizovanych pfirodnich materialti jako nosi¢e houbového
je tento proces, pokud je pouzita k inokulaci materidlu kultura houby rostouci na tuhém
médiu. Vyhodou této kultury je jeji pfirozenost a dodani potencionalné prospivajiciho

substratu pii vyvoji mykorhizni houby v padé.

Jednou ze studii Gspé€Sné pouZzivajici inokulum mykorhizni houby k podpote
kliceni semen je napiiklad prace Hollick (2004), kterd detekovala rozrlstajici
mykorhizni houby i po tfech letech od zaloZeni pokusu. Kontrola byla provedena jak za
pomoci molekularnich metod, tak 1 ramecki se semeny, které uspés$né klicily v tésné
blizkosti inokula (5 — 10 cm). Zalévani jedenkrat tydné¢ mélo pozitivni efekt na kli¢eni
semen. Mursidawati  (2004) testovala pouziti inokula v podobé vhodné
mykorhizni houby na kvétina€ovém sterilnim pokusu. V tomto pokusu bylo vyzkouSeno
inokulum z tekutého média, tuhého média a jahel. Castym problémem byla $patna

sterilita, pomaly rast mykorhizni houby a nedostatecné mnozstvi pfidaného inokula.
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Ackoliv tento typ vysevu je bézné provadét za ucelem vyzkumu a tedy i
s ramecky na orchidejovad semena, domnivam se, ze by nemél byt problém stejného

postupu pouzit 1 pfi samotné obnove.

Kromé nosic¢e mykorhizni houby je mozné manipulovat i se obsahem vyplné,
tedy vyplnit vzniklou diru jinym vybranym substratem. Dodéani organického materidlu
ma pozitivni vliv na kliceni semen, tim Ze pozitivné ovlivituje riist mykorhizni houby
(Rasmussen 1998a; McCormick et al., 2012). Zaroven dochazi i ke zméné lokalni
podminek pro rist vysazené houby ¢i semen. Bylo napiiklad zjisténo, Ze diry o vyméie
25 centimetr v pruméru a hloubce 13 centimetra se lisi ve své schopnosti zadrzovani
vlhkosti v zavislosti na vyplni. Tento vztah byl zkouman v USA Vv rané sukcesnim
stadiu lesa (ptivodné kukufi¢na pole 4 roky osédzené semendcky domécich drevin). Jako
vypln zde byla pouzita hlina z mista vyzkumu, dale pak hlina pochazejici z dosp€lého
lesa z blizkosti vyskytu orchideji Goodyera pubescens nebo Liparis lilifolia a
zautoklavované dievéné stépky (Whigham et al., 2002). Po jednom roce byla v téchto
dirach v pribéhu sezény méfena vlhkost ptidy. Ukézalo se, Ze nejlépe vlhkost zadrzuji
diry s vyplni z dospélého lesa, nasledovaly diry naplnéné dievénymi Stépky a jako
nejméné UspeSny byl vyhodnocen substrat v podobé hliny pochazejici z mista vyzkumu
(KlimeSova, McCormick a Whigham 2016 nepublikovano). Vypli organickym
materialem vSak mutize byt prospés$na i pro saprotrofni mykorhizni houby (Rasmussen a
Whigham, 1998a).

2.5.7 Transplantace orchidejovych semenacki

Mnoho druht orchideji, které jsou ohrozené, pravdépodobné setrvava
Vv populacich, které jsou jiZ letité a schopnost vysemenéni ¢i riist semenackll se u nich
vytraci. Toto plati obzvlaste pro lokality, které byly degradovany ¢i redukovany
(Rasmussen et al., 2015). Neschopnost orchidejové populace tvofit semena je jednoduse

rozpoznatelnd ptipadné i fesitelna napiiklad ruénim opylenim (Newman et al., 2007).

Problém vSak muze nastat v rozpoznani novych semendckl, pokud viceleti

dospélci setrvavaji v populaci a 1i§i se navzajem ve velikosti (Whigham, 1990;
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Rasmussen et al., 2015). Prikladem nesnadného rozpoznani stafi rostlin mohou byt dvé
populace orchideje Cypripedium calceolus ze studie Pedesona et al. (2012), jedna
senilni a upadajici, ve které zbyvajici rostliny byly nejméné 72 let staré, a druha

juvenilni a expandujici.

Limitace semeny i semenacky je jednim z divodd obnovy pomoci vysadby
napéstovanych rostlinek, takzvané ,,asistované migrace* (Swarts a Dixon, 2009). Jde o
snahu, vyhnout se velké tmrtnosti béhem kli¢eni jesté¢ pied stadiem stabilngjsiho
protokormu (Batty et al., 2001a). Pro tspéSnou vysadbu je vSak nutné semenacky
orchideji vysadit na ptihodné misto s potenciondlni mykorhizni houbou (pokud neni
vysazena spolu s rostlinou) a vhodnymi opylovaci (Swarts a Dixon, 2009). Hlavnim
problémem transplantace orchideji je zména prostiedi zejména pro mykorhizni houbu
(McCormick a Whigham, 2012). Je tieba dbat i na splnéni abiotickych naroku,
kladenych orchideji na stanovisté. Témi jsou piedevSim vegetani charakteristiky,
sloZeni substratu, geologie a hydrologie (Swarts a Dixon, 2009), hrozi totiz vytvoifeni
umélého a neudrzitelného systému (Hobbs, 2007). Problematickd je velka riiznorodost
prostfedi tzv. mikrostanovisté¢ (Phillips et al, 2011) a jejich proménlivost v Case
(Rasmussen et al., 2015). Monitoring orchideoidni mykorhizy, opylovact 1 stavu
orchideji je na obnovené lokalité¢ Zadouci, jediné tak je moZné dosdhnout stabilnich

populaci (Hobbs, 2007).

Semenacky je mozné transplantovat zin vitro podoby bud asymbiotické
(vyrostlé na kompletnim symbiotickém médiu, jako je napiiklad médium MS 1/4-2
(recept v piiloze)), ¢i symbiotické. Symbiotické semenacky je vhodné ptred vysazenim

do pfirody nejprve nasadit do kvétinacl, aby se snizil stres samotného zasahu.

Nejbéznéjsi je pouzivand vysadba symbiotickych semenacki, které jsou
vypéstovany technikou symbiotickych vysevii. Kdyz se za¢nou objevovat listy, je nutné
semenackiim poskytnout svétlo. Scade et al. (2006) piSe ve své praci, Ze semenacky
S listem vétSim nez 5 mm byly pfesazeny do Castecné pisecné kultury (Batty et al.,
2006). Tyto semenacky byly po tfech tydnech dany do skleniku na aklimatizaci a jejich
nadoby byly otevieny tyden pfed vysevem, v dob¢ vysevu byly rostliny 5 mésict staré.

Obdobny proces aklimatizace popisuje i McKendrick (1994), ktera zkoumala preziti
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orchideje Dactylorhiza praetermissa a vlivu vegetace a herbivorie v prubéhu tii let od

vysazeni.

Ve své praci McKendrick (1994) uvadi, Ze rostliny trpély okusem malych
hlodaveti i plzii a to predevS§im béhem prvniho roku od vysazeni, také umrtnost
orchideji byla zaznamenana nejvétsi béhem prvni sezony. Ve tietim roce 47 % ptezivsi
populace kvetlo, vytvofilo novou riizici listd, ¢i oboji. Tyto vysledky jsou kompatibilni
s témi v praci Scade et al. (2006), kde se projevila velka mira herbivorie hmyzem, ktera
nebyla nijak ovlivnéna ochranou rostlin. Pomoci techniky vysevu semen v ramecccich
(Rasmussen a Whigham, 1993), byla schopnost semendckii ptezit porovnavana i
s vyskytem vhodné mykorhizni houby, nicméné rozdil mezi nimi nebyl a celkové
procento piezivsich se pohybovalo od 21 % (Caladenia arenicola) do 49 % u Microtis

media, orchideje rostouci na narusovanych stanovistich.

Krom¢ jednotlivych rostlin, je mozné transplantovat i celé pidni bloky (Mudrak
et al., 2016), které jsou stabiln¢jsi a méné trpi samotnym aktem piesazeni.
Transplantace blokii pidy je financné narocna a v ptipad¢ orchideji se pouziva jen

Vv ptipad¢ zaniku ptivodni populace (napi. konstrukce atd.).

Uspéch obnovy orchidejovych populaci je &asto v jednotlivych studiich
opomenuty, nebo se vyskytuje jen Vtézko dostupné literature, ktera neni
Vv internetovych databazich a psdna v angli¢tiné. Se vzristajicim se mnoZstvi translokaci
vsak roste vyznam dokumentace i neuspéSnych pokust. Napiiklad v praci zabyvajici se
obecné translokaci rostlin Liu et al. (2015), bylo zjiSténo, ze jen pro méné nez 50 %

¢inskych translokaci existuji zdznamy o preziti.

3. Material a metody

V ramci vlastni bakalafské prace jsem se snazila ziskat zdkladni dovednosti
vV oblasti izolace, kultivace a identifikace mykorhiznich hub a naslednych
symbiotickych vysevii semen in vitro na lehce kultivovatelném druhu lu¢ni orchideje D.

majalis.
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3.1 Popis druhu Dactylorhiza majalis

Druh D. majalis (Ptiloha, Obr. pl) patii mezi druhy s S$ir$i ekologickou
loukach. Ackoliv v minulosti byvala pomérn¢ ¢astym druhem, v dnesni dob¢ je i ptes
svou vys§i toleranci k zvySenému mnozstvi Zivin v piadé (Jatiovd a Smitak, 1996) na
ustupu. I pfes velké mnozstvi populaci dochazi ke snizovani poctu jedinci na

jednotlivych lokalitach (Wotavova et al., 2004).

Jeji pomémné dlouhd rezistence na stanovistich se zvySenou mirou Zivin
(v porovnani s ostatnimi terestrickymi orchidejemi) (Prochazka, 1980) zni d¢la
vhodného bioindikatora zlepSujicich, ¢i zhorSujicich se podminek prostfedi (Wotavova
et al., 2004). SniZzovani po¢tu a vymirani této orchideje je zptisobeno predevsim absenci
koseni, intensivni fertilizaci a splavovanim zivin z Zivinami obohacovanych poli
(Wotavova et al., 2004). Tyto divody me¢ly za nasledek jeji zafazeni do kategorie
celostatnich ohrozenych druhii, v Cerveném seznamu CR (Grulich, 2012) ji byla
piifazena kategorie C3 a stejné tak i v Komentovaném Cerveném seznamu kvéteny jizni
gasti Cech (Chan, 1999). Tento druh orchideje byl vybran diky svému relativné
hojnému vyskytu v n€kterych oblastech a rychlé kli¢ivosti semen (Rasmussen et al.,

1990h).

3.1.1 Odbér materialu

Mistem odbéru byla louka pod kopcem Klet, Vyhlidka u obce Krasetin
(48.8787858N, 14.3013350E), nedaleko Ceskych Budgjovic, z dtvodu piihodné

vzdalenosti a dostatecné velké orchidejové populace.

Vzorky jsem odebirala 3. 5. 2014 v dob¢ kvétu, coZ je povaZzovano za vhodny ¢as kvuli
zivotaschopnosti mykorhiznich hub (Kohout et al., 2013). Snazila jsem se pifi odbéru
kofend, rostliny i okolni rhizosféru co nejméné porusit, proto jsem odebrala jen tii
koteny na orchidej. Rostliny jsem vybrala ndhodné s minimalni vzdalenosti 5 metri od

sebe, jak kvetouci, tak i nekvetouci jedince v celkovém poctu ctyt kusii. Odebrané
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kofeny jsem dovezla do laboratofe, uchovédvala vlednici a zpracovala béhem

nasledujicich dvou dnt, aby nedoslo k degradaci materialu.

3.1.2 Sterilizace kofenii a izolace pelotont

Kofeny jsem ocistila od hliny a podrobila povrchové sterilizaci popsané
Vv kapitole ,,2.5.2 Izolace mykorhiznich hub do kultury a ovéfeni mykorhizniho
potencidlu® (Tab. I). Takto ociSténé kotfeny jsem ndsledné natfezala pod binolupou a
vyhledala useky s mykorhizni kolonizaci, ze kterych byla ¢ast pouzita na izolaci hub
Z pelotonti a dalsi ¢ast zamrazena pro ptipadnou identifikaci molekularnimi technikami,

zbylé tseky byly uschovany za u¢elem foto-dokumentace (Obr. 3).

1000 pm

Obr. 3: Rez kofenem Dactylorhiza majalis s viditelnymi smotky hyf tzv. pelotony (ozna¢eno

bilou Sipkou).

Po cely proces izolace bylo tfeba pracovat se sterilnimi nastroji, sterilizovala
jsem roztokem ethanolu a naslednym opalenim nad plamenem. Samotnou izolaci jsem

provadéla na tfezech o tloustce 0,5 mm, ze kterych bylo mozné vydlabat jednotlivé
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pelotony. Pelotony jsem promyvala 3 krat az 7 krat a nasledné vlozila vzdy 15 pelotonti
po obvodu Petriho misky o priméru 10 cm na tuhé Melin-Norkrans médium s

polovi¢nim obsahem cukru (MMN; sloZeni viz ptiloha).

Z kazdého kotene jsem vyizolovala cca 30 pelotond. Celkem jsem vysela 295
pelotont (z rostliny ¢islo 3 bylo vyizolovéano jen 55 pelotond z diivodu jejich malého
mnozstvi v kofenech, u rostliny Cislo 4 byly nalezeny jen dva kofeny). Izolace velkého
mnozstvi izolath je nutnd z divodu malé GspéSnosti rastu a snahy vyizolovat vSechny
vyskytujici se druhy hub. Petriho misky utésnéné Parafilmem jsem umistila do temného
klimaboxu o teploté 22 °C. Kontroly jsem provadéla cca po tfech dnech. Houby zacaly
vyrustat z pelotond jiz po dvou az tfech dnech, béhem prvnich péti dnti bylo nutné
ptesadit hyfy vyristajici z pelotond z divodu mozného proristani s hyfami z jinych
pelotont ¢i kontaminaci. Postupné zacinaly rist i zbylé zivotaschopné pelotony, proto
jsem misky schovavala az do doby piekryti porostem rychleji rostoucich hub (cca okolo
t¥ tydni). Cisté kultury byly udrzovany na miskach o priméru 6 cm. Kazda jednotliva

kultura byla nasazena do vlastni popsané misky.

3.1.3 UdrzZovani a ¢isténi houbovych kultur

Ptesazeni jsem provadéla ve sterilnich podminkach Flow Boxu a za pouziti
vysterilizovanych nastroji v 70 % roztoku ethanolu a opalenim nad kahanem
(opakovaném po kazdém pouziti nastroje). Prenesla jsem jen malou ¢ast média s hyfou
(cca 3 mm?) a tim se zbavila piipadnych kontaminaci. Houbové kultury jsem zpocatku
drzela v idealnich tepelnych podminkach (22 °C) a po dosazeni velikosti kolonie cca
4 cm v praméru (Obr. 4) prenesla do lednice o teploté 6 °C, coZz zplsobilo zpomaleni
ristu a tedy 1 delSi preziti jednotlivych vzorkli. Timto zplGsobem jsem uchovévala
houbové kultury ptl roku. Po vyprSeni této doby jsem postup opét opakovala a houby

pfesadila na nové médium.
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3.1.4 ldentifikace houbovych kultur za pouziti molekularnich metod

Kultury hub jsem se pokusila rozfadit pomoci morfologickych charakteristik,
(tj. roztadit je do tzv. morfotypli). Tento zptisob u hub vyizolovanych z orchideje
D. majalis bylo mozné pouzit jen na odstranéni kontaminaci, protoze zbylé izolaty
vypadaly stejné. Z tohoto ditvodu bylo nutné se zcela spolehnout na identifikaci pomoci

molekularnich technik.

Z Cistych kultur jsem vyfizla malou ¢ast mycelia prorlstajici médium a
uskladnila ji v mrazicim boxu na pozd€jsi extrakci DNA. Zmrzlé vzorky jsem
rozmackala sterilnim drtitkem a pomoci metody extrakce NaOH z ng vyextrahovala
DNA. Pro kazdy vzorek jsem pfipravila 15 pl roztoku NaOH (0,5M) a v ném rozdrtila a
zhomogenizovala zmrzlé¢ médium. Nasledné jsem ptidala dalSich 20 pl stejného roztoku
a stocila jej po dobu 2 minut na 13 800 ppm. Z kazdého vzorku jsem nakonec odebrala
2 ul supernatantu a doplnila o 20 ul 100mM Tris-HCI o hodnoté pH: 8,3. Pfi teploté -20

°C jsem uchovala vzorky k dalsimu pouziti.

- -' : :
b
v’;ﬁ/ 2

Obr. 4: Na tuhém médiu je Sest izolati hub z kotene Dactylorhiza majalis. Kultury jsou ¢isté,
neni viditelna zadna kontaminace a velikost jednotlivych kultur by uz byla vhodna pro

udrzovani v chladu.
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Nasledn¢ jsem amplifikovala DNA pomoci polymerazové ftetézové reakce
(PCR) a to na tseku 18S, ITS1, 5.8S, ITS2 a na ¢asti tseku 28S rDNA. Na piipravu
PCR smési jsem pouzila Plain PP Master Mix (TopBio) se slozenim reakce: 5 pl 2xPP
Master Mixu, 0,6 pl 5” primeru (5 pmol), 0,6 pl 3" primeru (5 pmol), 1, 5 ul DNA a 2,3
pl destilované H20. Pouzila jsem nasledujici primery: ITS-1 a ITS-4 (univerzalni

primery pro eukaryota).

Program PCR reakce:

95°C (pocate¢ni denaturace) 4 min

95°C (cyklova denaturace) 30sec

Ta 55°C (nasedani primeru) 30sec 45 cykla
72°C (cyklova elongace) 1min

72°C (zaveérecna elongace) 10min

15°C (chlazeni smési po probéhnuté PCR)

Uspésnost PCR jsem si ovéfila vizualizaci vzorkii pomoci gelové elektroforézy.
Smichala jsem na kousku Parafilmu: smés barvy Loading die a GelRed (Biotium)
(1,5 pul) s jednotlivymi PCR produkty (1,5 pl) a nanesla na 1,5% agardzovy gel v TBE
pufru. Standardné jsem pouzilal00 bp DNA ladder (NEB) (6 ul) a pokracovala dal s
jednotlivymi vzorky tak, Ze po vstfiknuti kazdého vzorku do jamky gelu jsem Spicku
promyla v okolnim pufru. Po zapojeni jsem nechala gel pfi napéti 120 V po dobu
30 minut. Poté jsem gel vyfotila pod UV svétlem. Vysledné vzory na gelu ndm zobrazi,
zda se ve vzorku namnoZily cilové useky DNA, dale je moZné z vyraznosti jednotlivych

vzorkli odhadnout kolik cilové DNA jednotlivé vzorky obsahuji.

Samotnou metodou PCR vSak nejsme schopni rozlisit jednotlivé druhy hub
vyskytujici se v nasich vzorcich. ProtoZze byly kultury velmi podobné a bylo jich velké
mnozstvi, pouzila jsem metodu polymorfismu délky restrikénich fragmenti (RFLP).
Objem RFLP reakce byl 5 ul, s 2 ul PCR produktu a 3 pl mixu: slozeného z 0,5 ul obou
enzymu Hinf I a Hae III (New England BioLabs), 0,5 pl pufru BSA a 1,5 ul vody.
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Program RFLP reakce:
37°C (inkubace) 8 hodin
80°C 20 minut

Po dokonceni cyklu jsem vizualizovala RFLP produkty na specidlnim 3%
agarézovém gelu slozeného z agardzy NuSieve 3:1 sagarem v TAE pufru. Gel
S nanesenymi vzorky jsem zapojila na napéti 150 V po dobu asi piil hodiny. Kone¢nym

vysledkem byla fotografie RFLP gelu pod UV svétlem.

Vybrala jsem 17 vzorkd, jejichZ vzory na RFLP gelu se mi zdaly nejriznéjsi a
jejich PCR produkty jsem enzymaticky ptecistila pomoci Exo-Sap (USB Corporation),
ktery produkt ptecisti od kratkych fragmenti vzniklych pti PCR.

Piecisténé produkty byly smichany s primerem ITS 1 (o koncentraci 25 pmol).
Takto ptipravené vzorky byly poslany do firmy GATC, kde poskytuji jejich sekvenaci.
Firmou GATC mi byly zaslany sekvence nukleovych bazi, které jsem nasledné upravila
v programu Finch TV 1.4.0 (Geospiza Inc.) a Bioedit (Hall, 1999) a na zakladé 97%
podobnosti v ITS useku (Hughesetal,2009) s databazi GenBank u NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) pomoci metody BLAST (Altschul et al.,
1997) jsem roztadila izolaty do jednotlivych OTU.

3.1.5 Symbioticky a asymbioticky vysev

Vyizolované kultury hub jsem pouZzila na zpétnou kontrolu, tedy zda dokézi
vytvoftit orchideoidni mykorhizu a tim spustit kliceni semen a jejich nasledny vyvoj do
stddia protokormu. Abych ziskala vétsi diverzitu houbovych druhii, Jana Jersakova a
Jan Ponert mi zapujcili dalsi dvé kultury mykorhiznich symbiont izolovanych z D.

majalis. Celkem bylo pouzito na vysev 5 kultur:

1. LK1-1B-76 (OTU-1) (izolovano 3. 5. 2014, Klet') — KlimeSova, Té&sitelova
2. LK4-2B-13 (OTU-1) (izolovano 3. 5. 2014, Klet') — Klimesova, TéSitelova
3. LK1-2A-19 (OTU-2) (izolovano 3. 5. 2014, Klet) — Klimesova, Té&sitelova
4. 2-2A-3 (izolovano 1. 6. 2015, Lhenice) - Jersakova
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5. OMAB3-A36 (izolovano 6. 2. 2015) - Ponert
Izolaty 1 a 2 nalezely ke stejnému OTU, ale byly ziskany z raznych rostlin. Ostatni
izolaty patfily k riznym OTU. Vsechny pouzivané kultury hub byly z celedi
Tulasnellaceae.
Na vysev jsem si vysterilizovala Flow Box, zautoklavovala potfebné nastroje a vodu.
Na symbioticky vysev bylo pouzito Oatmeal médium (recept v ptiloze) (Clemets et al.,
1985) a asymbiotické médium MS 1/4-2 (recept Vv ptiloze) pro zjisténi kliivosti a

zivotaschopnosti semen, které nam dodal Jan Ponert.

Na sterilizaci a vysev jsem zvolila metodu vysevu injekénimi stfikackami
(Tab. 1I; ,,2.3.2 Symbioticky a asymbioticky vysev semen in vitro). Pfedem jsem si
ptipravila 5% roztok chlornanu vapenatého smichanim 50g Ca (OCl)2 (PENTA s.r.0.) se
100 ml destilované vody, ktery jsem nechala rozpustit po dobu 15 az 20 minut a poté
ptefiltrovala pomoci filtra¢niho papiru. A smichala se smac¢edlem Tween 80 (Lach-Ner
s.r.0.). Proces sterilizace byl stejny jako v praci (Ponert et al., 2011). Pouzila jsem
nylonovou sitovinu o hustoté 42 um (Uhelon, Silk and Progress Ltd., Brnénec, Ceska

republika).

Semena jsem sterilizovala ve dvou injek¢nich stiikackach po dobu 4 (,,A*) nebo
5 (,,B%) minut pisobenim haSeného vapna. Rozhodla jsem se pro sterilizaci po dobu
dvou riznych casl, protoZze u semen se lis$i u€innost naruSeni testy (a tim vyvolané
kliceni) a chtéla jsem mit jistotu, Ze délka sterilizace je alesponl pro jednu ze skupin
dostatecna. Pfi vysevu semen jsem dosahovala znacné€ variabilniho poctu od pouhych

29 semen az po nékolik set.

Pro kazdou kombinaci izolatu a doby sterilizace jsem pfipravila tfi opakovani,
celkem 31 misek (z diivodu ¢ty opakovani u asymbiotického vysevu s dobou sterilizace
4 minut). VSechny misky byly nasledné umistény do temného termostatu o teploté cca
22 °C a udrzovany takto po dobu dvou mésicl, po kterych jsem pokus vyhodnotila
(Obr. 5). Po prvnim mésici od vysevu jsem vysevy kontrolovala, ale az po dvou

mesicich doslo na finalni vyhodnoceni (Pfiloha, Obr. p2; Obr. p3).
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3.1.6 Vyhodnoceni vysevu

Petriho misky bylo mozZné otevfit pfimo v nesterilnim prostiedi laboratote,
protoze pokus byl timto vyhodnocenim ukoncéen. Stanovila jsme si kategorie, podle
kterych jsem nasledné¢ vyhodnotila sviij pokus za pouziti binolupy. Vzdy jsem pocitala

mnozstvi jedinct v kategoriich ze 100 nahodné vybranych jedincii na misku:

1. Embryo nekli¢i (miiZze byt i mirn€ nabobtnalé, ale stale neprithledné)

2. Embryo je nabobtnalé¢ a prihledné, nebo vyhtezlé z testy, nebo ma dokonce
rhizoidy. Mykorhizni kolonizace jest¢ nemusi byt pfitomna.

3. Embryo zménilo tvar z kulovitého na ovalny ¢i dokonce na hruskovity a je

mykorhizni

v ' ¢ W
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Ob. 5: Symbioticky vysev, na kterém je vidét, ze semena dosahuji riznych velikosti.

V nekterych pripadech embrya nejsou nabobtnald ¢i je testa prazdna. Néktera embrya zaCinaji

tvofit rhizoidy a méni se v protokormy.
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Déle byla z kazdé misky vyjmuta tii nejveétsi embrya a vyfocena s doplnénim méfitka za

ucelem nasledného zméfeni na pocita¢i v programu ImageJ (Bioinformatics, 2009),
(Obr. 6).

Obr. 6: Ukazka tfi nejvétSich semenackll z jedné Petriho misky. Jednd se o protokormy
(kategorie 3), protoze embryo je velké, tvar se zménil na hruskovity a je vidét i ristovy vrchol

(oznacen bilou Sipkou).

3.1.7 Statisticka analyza dat

Statisticka analyza dat byla provedena v programu R v.3.2.1 (R Core Team
2016). Zkoumala jsem vliv izolatu a délky sterilizace na podil vyklicenych semen a na
velikost nejvétSich semenackd. Data byla testovana na normalitu. Vyhodnoceni jsem
provedla dvoucestnou analyzou variance. Rozdily mezi jednotlivymi izolaty byly

nasledné vyhodnoceny post-hoc testem (Tukey Honest Significant Differences method).
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Podil vyklicenych semen jsem analyzovala ve dvou variantach. V prvni varianté
jako podil kategorii 2 a 3 ku celkovému poctu pozorovanych semen a v druhém piipadé
jako podil samotné kategorie 3 (opét ku celkovému poctu pozorovanych semen).
Velikost nejvétsich semenacklt ptedstavuje prumér tii nejvétSich pozorovanych

semenacku.
4. Vysledky

U vsech ¢tyr rostlin odebranych z ptirody, u kterych jsem analyzovala 12 vzorki
kotentl, jsem potvrdila mykorhizni kolonizaci. Izolovala jsem 295 pelotonti, ze kterych
jsem nakonec ziskala 81 rostoucich kultur (27,5 %) z 10 kofend (Tab. V). V nékterych
piipadech doslo ke kontaminaci (rostlina ¢islo 1 a kofen 2; rostlina 4 a kofen 2). Z obou
téchto kontaminovanych kultur vyrostlo po jednom pelotonu, ani jeden se vSak

nepovedlo vycistit od kontaminace a tak byly vytazeny.

Houbovou DNA se mi podatilo amplifikovat ze vSech ziskanych izolatl pomoci
univerzalnich primerti ITS1 a ITS4. PouZitim RFLP metody a sekvenace jsem zjistila,

ze se jedna pouze o dvé OTU z Celedi Tulasnellaceae (Tab. V).

Tab. V: Ptehled izolovanych kultur, jejich pfifazeni k rostlin€, koteni, pocet izolatli a urcena

operacni taxonomicka jednotka (OTU).

Rostlina Koren Pocet izolatu Uréeni OTU

1 1 6 1
2 7 2
3 8 2
2 1 5 1
3 8 1
3 1 9 1
2 3 1
3 5 1
4 1 15 1
2 14 1

Pti kontrole kliceni po prvnim mésici jsem pozorovala protokormy (kategorie 3)

u vSech typt izolatu i rizné délky sterilizace (az na vyfazeny vysev s izoldtem“OMA3-

A36%). Semenacky z asymbiotickych vysevi se zdaly byt vyrazné méné vyvinuté oproti
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vysevum symbiotickym. Z dat ziskanych pii vysevu jsem vyradila misky s izolatem:
“OMA3-A36 “ kvali celkové kontaminaci bakteriemi, které zna¢n¢ inhibovaly rust

semen. Ostatni vysevy kontaminovany nebyly.

U symbiotickych vysevii kli¢ilo 44 % ze vSech vyhodnocenych semen
(kategorie 2 a 3) v porovnanim s asymbiotickym s 42 %. Rozdil vysevu je vSak patrny
na procentualni hodnoté semenackt dorostlych do stadia protokormu (kategorie 3).

Symbioticky vysev mél 15 % Uspésnost a asymbioticky méné nez 3%.

Na podil vyklicenych semen v kategorii 2 a 3 nemél vliv ani druh izolatu ani délka

sterilizace (Obr. 7; Tab. 1V).
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Délka sterilizace a druh izolatu

Obr. 7: Efekt délky sterilizace a druhu izolatu na podilu vyklicenych semen kategorie 2 a 3;
Pismena A a B oznacuji délku sterilizace vapnem ( A - 4 minuty, B - 5 minut) a ¢isla oznacuji
jednotlivé izolaty (1. LK1-1B-76 - OTUL, 2. LK4-2B-13 - OTU1, 3. LK1-2A-19 - OTU2, 4. 2-
2A-3, 5. asymbioticky vysev). Pro kazdy Cas sterilizace byly pfipraveny tii izolaty. Zobrazené

hodnoty jsou minimum, maximum, prvni a tfeti kvartil a median.
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Oproti tomu na podil vyklicenych semen samotné kategorie 3 (protokormy) mél
vliv druh izolatu. Délka sterilizace opét signifikantni vliv neméla (Tab. VI, Obr. 8).
Vysvétlena variabilita (adj-R?) byla 0,7281.
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Délka sterilizace a druh izolatu

Obr. 8: Efekt délky sterilizace a druhu izolatu na podilu vyklicenych semen kategorie 3
(protokorm); Pismena A a B oznacuji délku sterilizace vapnem ( A - 4 minuty, B - 5 minut) a
Cisla oznacuji jednotlivé izolaty (1. LK1-1B-76 - OTUL, 2. LK4-2B-13 - OTUL, 3. LK1-2A-19
- OTU2, 4. 2-2A-3, 5. asymbioticky vysev). Pro kazdy cas sterilizace byly ptipraveny tfi
izolaty. Statisticky prikazné rozdily mezi izolaty jsou oznaceny pismeny (a, b, ¢). Zobrazené

hodnoty jsou minimum, maximum, prvni a téeti kvartil a median.

Na velikost nejvétSich semenackt mél také vliv druh izolatu a délka sterilizace
byla opét nesignifikantni. Sterilizace pusobila rizné¢ v kombinaci s riznymi druhy
izolatu — efekt interakce byl signifikantni (Tab. VI, Obr. 9). Vysvétlena variabilita (ad;j-
R?) byla 0,7817.
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Délka sterilizace a druh izolatu

Obr. 9: Efekt délky sterilizace a druhu izolatu na prumér tii nejvétSich semenacku, s pouzitymi
kulturami hub (1. LK1-1B-76, 2. LK4-2B-13, 3. LK1-2A-19, 4. 2-2A-3, 5. asymbioticky
vysev). Pismena A a B oznacuji délku sterilizace vapnem (A - 4 minuty, B - 5 minut). Rozdily
mezi izolaty jsou oznaCeny pismeny (a, b, c¢). Zobrazené hodnoty jsou minimum, maximum,

prvni a tieti kvartil a median.
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Tab. VI: P-hodnoty Df a F-hodnoty ziskané dvoucestnou analyzou variance pro podil
vykli¢enych semen (kategorie 2 a 3), podil vyklicenych semen v kategorii 3 a primeér velikosti 3
nejveétsich semenackl. Nulova hypotéza byla, Ze mezi urovnémi dané vysvétlujici proménné

neni z hlediska vysvétlované proménné rozdil, Spolecnou hodnotou DF error = 21.

Vysvétlovana Podil vykli¢enych Primér velikosti

semen POdﬂ Vykliéen)',’ch Y vius
o _ semen (kategorie 3) 3 nejvétsich
Vysveétlujici (kategorie 2 a 3) semenacki
p=0,422 p <0,001 p < 0,001
Drubh izolatu
DF= 4, F=1,015 DF= 4, F=21,407 DF=4, F=24,123
B p=0,102 p=0,826 p = 0,81480
Doba sterilizace
DF=1, F=2,920 DF=1, F=0,174 DF=1, F=0,056
Drubh izolatu * Doba p=0,579 p=0,500 p <0,01
sterilizace DF= 4, F=0,733 DF=4, F=0,884 DF=4, F=4,963

5. Diskuse

V tomto vyzkumu jsem méla za cil seznamit se s jednotlivymi technikami pii
vyzkumu orchideoidni mykorhizy. U vybraného druhu Dactylorhiza majalis jsem
vyizolovala mykorhizni houby z kofent a nasledné porovnala jejich Gspé$nost v kliceni

semen a symbiotického a asymbiotického vysevu in vitro.

Pfi izolaci pelotonii z kofenli jsem promyvala vydlabany obsah kotfenového
pletiva ve sterilni destilované vodé¢ a to 3 krat az 7 krat. Takové to mnoZstvi promyti je
standardni (Rasmussen a Whigham, 1998a) a jeho pfesny pocet je ovlivnén mnozstvim
pelotontl a obsahem skrobu uvolnéného do roztoku (O’Neill, ustni sdéleni). Osobné se
domnivam, Ze ¢tyfnasobné promyti pelotoni je dostacujici. Negativnim prvkem je totiz
postupné rozmotavani a ztrata zivotaschopnych pelotontll, coz jsou rizné rozvolnéna

klubicka hyf, pfi opakovaném promyvani.

PouZitim molekularnich metod jsem urcila, Ze mnou izolované houby patfily

pouze do dvou taxonomickych jednotek (OTU) z celedi Tulasnellaceae (Tab. V).
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Pritomnost Tulasnellaceae, jakozto hlavnich mykorhiznich hub D. majalis, se shoduje
se zavéry sekvenacni studie na tomto druhu (Jacquemyn et al., 2012). Ackoliv se
rostliny nachazely nejméné 5 metrti od sebe, sdilely stejné¢ druhy hub. To mize byt
zpusobeno metodickym postupem, pii kterém nemusi byt méné cCasti symbionti
podchyceni ve srovnani se sekvenovanim piimo z kofendi. Nicméné i zminéna
sekvenacni prace na tomtéz druhu odhalila v populaci pouze 3-6 OTU z celedi
Tulasnellaceae v populaci na srovnatelném mnozstvi odebranych dospélcu.
Nevyizolovala jsem ani zadné endofytické houby, coz se pfi izolacich z pelotonii stava

(Kohout et al., 2013).

Pro symbioticky vysev jsem zvolila jednoduché Oatmeal médium a k nému
kontrolni asymbiotické (MS 1/4-2). Vybér asymbiotického média nebyl idealni, nebot’
jde o médium skompletnim obsahem vSech potiebnych latek pro kliceni a rust
protokormu (recept v piiloze). Jeho pouzitim jsem ziskala pouze informaci o rozdilu
rustu symbiotickych a asymbiotickych kultur na Zivinami bohatém médiu, ale bez
symbionta. Nicmén¢ jsem opomenula kontrolni vysev vlivu hub na semena, tento vysev
mél byt proveden na Oatmel médium bez pfidaného izolatu houby. Z toho diivodu je

tézké srovnavat vysledné procentudlni kli¢eni s pracemi ostatnich.

Rasmussen et al. (1990b) pouzili pfi vysevech 50 — 300 semen, coZ je
V porovnani s mymi 29 — nékolika sty semeny o hodné mensi rozptyl. Techniku vysevu
by bylo mozné dale zlepSit a misto vysevu suspenze vody a semen vstiikovat na
médium roztok sterilniho agaru se semeny (Zi et al., 2014), u kterého by se snizil
problematicky efekt sedimentace semen. Zi et al. v metodice vyzkumu uvadi, ze

ve 150 pl agarového roztoku dosahli pfiblizného mnozstvi 140 semen.

Ze symbiotickych vysevll jsem musela vyfadit z divodu kontaminace celou sérii
misek s izolatem: “OMA3-A36 “. Tuto kulturu jsem dostala od Jana Ponerta a uz na
samotném pocatku nesla znadmky kontaminace bakterii. Rozhodla jsem se podstoupit
riziko a pouZit ji se snahou vybrani nekontaminované ¢asti, coz se nepovedlo. Nekteré
kolonie bakterii jsou pouhym okem Spatn€ rozpoznatelné a tak neni mozné jimi

infikovany vzorek pro dalsi vyzkum pouzit (Zhu et al., 2008).
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Procentualni vysledky kliceni (kategorie 2 a 3) symbiotického kli¢eni 44 % a
asymbiotického 42 % potvrzuji, Ze semenacky druhu D. majalis je mozné jednoduse
vypéstovat na asymbiotickém médiu s kompletnim zivinovym spektrem (Ponert, ustni
sd¢leni). Pokud by bylo pouzito pro asymbiotickou kontrolu Oatmeal médium, je mozné
predpokladat daleko nizsi klic¢ivost, kolem 21 % jako v praci Rasmussen et al., (1990b),
u symbiotického kliceni dosahli maximalni hodnoty 53% a to pfi idealni teploté 23,6 °C
(blizké nasi 23 °C).

Rychlost ristu semenackt se 1isi mezi typem vysevu (Rasmussen et al., 1990b;
Whigham et al., 2002), coz jsem potvrdila i ve své praci. V asymbiotickém vysevu do
,kategorie 3 dorostlo méné nez 3% semen, v porovnani se symbiotickymi 15%. Pfi
vyhodnocovdni svého pokusu jsem zaznamenala pomérné uniformni velikosti
semenackl v jednotlivych miskach. Tato skuteénost se vSak lisila s jejich zvétSujici se

velikosti. Protokormt hruskovitého tvaru (3. kategorie) bylo vzdy na misce jen par.

Pfi srovnani vlivu jednotlivych izolatli na dosazeni rustové kategorie 2 a 3
(Obr. 7) nebyl zaznamenan Vliv izolatu, ani délky sterilizace semen. Tento vysledek si
vysvétluji tim, Ze izolaty 1 asymbioticky vysev byly schopny stejnym zplsobem

podpoftit kli¢ivost semen.

Srovnani jednotlivych izolath z hlediska pocetnosti protokormt (kategorie 3)
nam ukazuje signifikantni rozdil v pouzitém izolatu (Obr. 8). Zajimavé je srovnani dvou
ruznych izolatd OTU 1, tedy vysev ¢islo 1 a 2. Tyto izolaty se mezi sebou signifikantné
lisily ve schopnosti podpofit kli¢eni, ackoliv byly zjedné taxonomické jednotky
(nicméné izolované z riznych rostlin na stejné lokalit€). Symbioticky vysev s izolatem
¢islo 2 (LK4-2B-13) se také jako jediny nelisil od vysevu asymbiotického, tj.
Podporoval mens$i mnoZstvi protokormil a ty dorostly také menSich velikosti, nez s
ostatnimi izolaty (Obr 8 a 9). To neznamena, ze by popisovany izoldt nebyl
kompatibilni, jen jeho schopnost podpofit kli€¢eni semen vtomto vysevu byla

srovnatelnd s asymbiotickym vysevem.

Srovnavala jsem také vliv izolatu a délky sterilizace na velikost tfi nejvétSich

semenackil na Petriho misku. Vliv izolatu byl signifikantné prikazny a interakce druhu
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izolatu a délky sterilizace také prukazna. Tyto vysledky jsou oporou mého tvrzeni, ze

izolaty se mezi sebou lisi ve schopnosti podpofit riist semenacku (velikost).

Doba sterilizace nevysla prukazna v zadném piipadé, ale jeji interakce s druhem
izolatu je prikaznd pro velikost 3 nejvétSich semendckid na misku (Obr. 9). Pii
porovnani sterilizace semenackli vyrostlych ze sterilizovanych semen po dobu 4 minut
»A“ a 5 minut ,,B“ napti¢ vSemi grafy, je patrny trend lepsiho kli¢eni a ristu semen
sterilizovanych 5 minut. Coz znamend, ze sterilizace dlouhd 5 minut byla pro tato
semena vhodnéjsi a vice narusila testu (Rasmussen, 1998). Jednotlivé druhy orchideji,
ale i semena se mezi sebou lisi v idealni délce sterilizace (J. Ponert, Gstni sdéleni), proto

je dobré vhodnou délku sterilizace vyzkouset.

Na symbiotické kliceni semen mé kromé pouzitého izolatu houby vliv i teplota —
doporuc¢ena 23 — 25,5 °C (Rasmussen et al., 1990a) a svétlo snaslednou tmou
(Rasmussen et al., 1990b). Obecné je pro Australské a Evropské terestrické¢ druhy
orchideji doporucena kontinualni tma, pfinejmensim do pocatku kli¢eni (Hadley, 1982)
¢1 do vzniku protokorml (Clemets, 1982). Pro milj vyzkum jsem zvolila kontinualni

tmu, z divodu kratkého trvani experimentu a praktickych divodu.

6. Zaver

Cilem mé prace bylo pfedevSim seznamit se s existujicimi technikami
pouzivanymi pii dlouhém procesu obnovy orchideji. V této Casti jsem se vénovala
predevsim orchideoidni mykorhize, jeji funkci v Zivoté rostliny a néslednym technikdm
izolace téchto symbiontl v podminkach in vitro. Popsala jsem i fadu metod
pouzivajicich se pfi vyzkumu a obnov¢ in situ, tyto své znalosti bych rada pozdé&ji
pouzila v budoucim vyzkumu.

V praktické casti své bakalaiské prace jsem si vyzkousela techniky in vitro
pouzivané pii vyzkumu a obnoveé orchideji v pfirodé. Midj vyzkum byl uspésny,
vyizolovala jsem mykorhizni houby asociujici s dospélymi jedinci druhu D. majalis,

identifikovala je pomoci molekularnich technik a potvrdila jejich schopnost vzklicit
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semena pii symbiotickém vysevu. Osvojeni téchto technik bylo velmi dilezité pro

pokracujici studium orchideoidni symbidzy.

V budoucnu bych rada pokracovala ve vyzkumu na orchidejich a pokryla tak
techniky zabyvajici se ochranou a obnovou orchideji in situ, jako vysev semen
s pfidanym inokulem mykorhizni houby. Méam v planu rozsifit mou sbirku
mykorhiznich hub o vice druhti, izolovanych z protokorma orchideji z ramecka a ty

nasledné testovat a pouzivat v praxi.
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8. Prilohy

Prehled receptl pouzivanych pfi izolacich hub a vzklicovani orchidejovych semen

8.1 Prehled médii

Melin Norkrans médium (MMN) s polovi¢nim obsahem cukrt (Marx, 1969)

glukoza 19
kvasnicovy extrakt 0,39
KH2PO4 19
Ammonium phosphate dibasic 0,259
Magnesium sulphate 10 mg
ZnS0O4 - 7TH.0 5,7 mg
CuS0Oq4 - 5H20 1,3 mg
CaCl; 50 mg
NaCl 25 mg
FeCls 12mg
agar 159
Novobiocin* 50 mg
destilovana voda 11

* Pouziti pti izolaci pelotontl, neni nutné pii udrzovani ¢istych houbovych kultur.

Oatmeal médium (OMA) (Clemets et al., 1985)

mleté ovesné vlocky 39
agar 10 g
destilované vody 11

pH: 5,6 (Zi et al., 2014)

Potato dextrose agar (PDA) (Rasmussen, 1995; Rasmussen a Whigham, 1998a)

bramborova mouka (Skrob) 200 ¢
glukoza 109
agar 109
destilovana voda 11
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Asymbiotické médium MS 1/4-2 (Ponert et al., 2011)

Roztok MS-A 12,5 ml
Roztok MS-B 1,25 ml
Roztok Fe 1,25 ml
Roztok MS-D 1,25 ml
Pangamin (Iékarna, 1 tableta = 0,45 g) 0,459
casein enzymaticky hydrolyzat 1g
roztok ananasu 20 ml
sachardza 159
aktivni uhli 0559
Kinetin 2 mg
agar 740
destilovana voda 1

pH 5,8

Roztok MS-A o objemu 1l

NHsNO3 339
KNOs 389
CaCl; 6,62 ¢
MgSQO4. 7H20 7,49
KH2PO4 34¢

V chladnicce

Roztok MS-B o objemu 500 ml

Kl 0,083 g
H3BOs 0,620 g
MnSOs - H20 1,69 ¢

ZnS0q4 - 7TH20 0,860 g
Na;MoO; - 2H,0 0,025 ¢g
CuS0Oq - 5H20 2,5 mg
CoCl, 1,3 mg

(pokud se pouzije CoClz * 6H20 musi se zvysit navazka na 2,38 mg)
v chladnicce

Roztok Fe o objemu 500 ml

FeSO4 - 7TH20 2,78 g

Na:EDTA - 2H20 3,739

Ob¢ slozky jsou rozpusStény oddélené ve 200 ml destilované vody, zahtaty v
mikrovlnné troubé na cca 80°C, poté je roztok FeSO4-7H20 pozvolna piilit za stalého
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michani k roztoku Na2EDTA-2H20. Smés je michdna az do vychladnuti. Roztok je

doplnén destilovanou vodou na objem 500 ml.

Roztok MS-D o objemu 500 ml

inositol 10g
kyselina nikotinova 50 mg
pyridoxin — HCI 50 mg
thiamin — HCI 50 mg
glycin 0,29

zamrazeno po 5 ml v nadobkach (-20°C)
Roztok ananasu

K pfipravé roztoku je pouzivan ananas zakoupeny v bézné obchodni siti. Kuchynskym
nozem je rozkrdjen na platky, z nich okrajeny SirSi okraje, které jsou déale zpracovany
pro tento roztok. Okraje jsou nakrdjeny na kosti¢ky cca 2 x 2 cm a vymackany s pomoci
platéného sacku &i oditaviiovade. Stava je naslednd rozpipetovana po 5 a 10 ml do

plastovych nadobek a skladovana do pouziti pti -80 °C.
kinetin 1 mg / ml

Do médi pfidan pied klavovanim, z divodu $patného rozpousténi je nutné ptidat trochu

hydroxidu
nalévani média
Médium je potifebné nalévat jiz ochlazené, aby uhli nesedalo na dno a médium zlstalo

homogenni v celém svém objemu.

Fungus isolating media (FIM) (Clements et al., 1985)

Ca(NOs)2 - H20 500 mg
KH2PO4 200 mg
MgSO4 - 7TH20 100 mg
KCI 100 mg
glukoza 50
kvasnicovy extrakt 100 mg
agar 10 g
destilovana voda 11
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E-médium (modifikovéano podle Caldwell et al., 1991)

glukoza 109
Ammonium tartrate 250 mg
KH2PO4 400 mg
MgSO4 500 mg
nebo Mg SO4.7 H20 1020 g
CaCl2 - 2H20 100 mg
kvasnicovy extrakt 50 mg
Ferric citrate 5 mg
MnSO4 - 4H20 5 mg
nebo MnSO4 - H20 378 mg
ZnS0O4 - TH20 4 mg
agar 159
Novobiocin* 50 mg
Destilovana voda 11

* Pouziti pti izolaci pelotont, neni nutné pti udrzovani ¢istych houbovych kultur.

BS médium (Caldwell et al., 1991)

glukoza 109
ammonium tartrate 0,259
KH2PO4 0,49
MgSO4 - 7H20 0,5¢
CaCl, - 2H.0 0,1g
kvasnicovy extrakt 50 mg
ferric citrate 5mg
MnSOQO4 - H20 5mg
ZnSQO4 - 7TH,0 4 mg
agar 12-15¢
Novobiocin* 50 mg
Destilovana voda 11

* Pouziti pti izolaci pelotontl, neni nutné pii udrzovani ¢istych houbovych kultur.

Ridké médium se dfevem (McCormick et al., 2004)

drcené drevo Liriodendron tulipifera 290
agar 12 ¢
destilovana voda 11
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Vodni agar (Water agar) (Rasmussen a Whigham, 1993)

agar 12 g
destilovana voda 11
8.2 Obrazky

Obr. p1: Kvetouci jedinec Dactylorhiza majalis.
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Obr. p2: Asymbioticky vysev druhu Dactylorhiza majalis.

Obr. p3: Symbioticky vysev druhu Dactylorhiza majalis s viditelnymi protokormy (kategorie 3)
a izolatem houby (bila Sipka).
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