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Abstrakt

Ubytek biologické rozmanitosti je celosvétovy problém, ktery se tyka i biotopti Ceské
republiky. Ve stfedni Evropé patiil vstava¢ kukacka (Anacamptis morio)
k nejhojnéjsim druhim z Celedi vstavacovitych (Orchidaceae), nyni je na Ustupu.
Metoda in vitro je jednim z prostfedki, jak ohrozené druhy zkoumat, mnozit a vratit
do pfirozeného prostiedi. Prace méa vypracovanou literarni reSersi se zaméfenim na
popis druhu vstava¢e kukacky a vyhodnoceni moznych zpisobu asymbiotického
mnozeni, které je mozné pouzit pii vysevech in vitro. Byla pouzita 3 kultivacni média
pro vysevy semen odebranych z 10 jedinct vstavace kukacky z lokality NPP U Finti
— zékladni BM-1 (van Waes a Debergh 1986), médium BM-1 s 1mg.I*!
cytokininem kinetinem a médium BM-1 s 0,5 g.I"! aktivniho uhli. Pfi vyhodnoceni se
zohlediiovala 1 morfologie, rostliny byly rozdéleny do 3 skupin podle velikosti.
Nejvice semen v protokorm vykli¢ilo na médiu BM-1 s aktivnim uhlim 50 %. Dle
byla 50 %. Korelace mezi poétem protokormil a vysSkou rostliny je zaporna (rxy < 0).
Vliv kinetinu v médiu se neprokazal, semena kli¢ila na médiu s kinetinem podobné
(34 %), jako bez pridanych latek (35 %). Zjisténé poznatky mohou byt uplatnény a

zkoumany pfi experimentalnich vysevech orchideji.

Klicova slova: EXx situ, germinace, Orchis, orchideje, Zivna média.

Abstract

The loss of biodiversity is a global problem that also affects the Czech Republic's
habitats. In Central Europe, the Anacamptis morio used to be one of the most abundant
species of the orchid family (Orchidaceae), but now is in retreat. The in vitro method
is one of the means how to study, evaluate and return endangered species into their
natural habitat. This thesis consicts of a literature research focusing on the description
of Anacamptis morio and the evaluation of possible methods of asymbiotic
proliferation that can be used in in vitro sowing. Three cultivation media were used
for sowing seeds collected from 10 individuals of Anacamtis morio from the NPP site
at Finn - BM-1 basal medium (van Waes and Debergh 1986), BM-1 medium with

1mg.l-1 cytokinin Kinetin and BM-1 medium with 0.5 g.I-1 active charcoal.



Morphology is also considered in the evaluation, plants are divided into 3 groups
according to its size. Most of the seeds in protocorm germinated on BM-1 medium
with active charcoal 50 %. According to fitness, seeds collected from the lowest plants
(up to 11.5 cm) germinated the most with a germination rate of 50 %. The correlation
between the number of protocorms and a plants height was negative (rxy < 0). There
was not approved the impact of kinetin in the medium. Seeds germinated on medium
with kinetin (34 %) germinated very similarly as the seeds without added substances
(35 %). These findings could be applied and examined in the experimental orchid

sowings.

Keywords: Ex situ, germination, nutrient media, orchids, Orchis.
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Uvod

Vstavaé kukac¢ka (Anacamptis morio) patiil k nejhojngjsim orchidejim v Cechéch i na
Moravé. V disledku zmén hospodareni a dalSich environmentalnich faktorti se méni i
ekosystémy vyskytu nasich orchideji (Jersakova et Prasa 2021; Seaton et al. 2010).
Pro vstavac kukacka je zaznamenan tibytek pfirozenych stanovist’ az o 60 % (Sagittaria
2010c). V soucasnosti se nejpocetnéji vyskytuje v Bilych Karpatech, v oblasti Podyji
a JihoCeském kraji (Kostiukova 2022).

Pomoci ochrany in situ mizeme podpofit populace na chranénych tzemich. Dilezité
je pravidelné koseni a odstranéni naletovych dievin (PrGsa 2019). Ne vzdy je aktivni
péce o tzemi dostacujici, obzvlast’ v soucasné dobé. Rostliny z ¢eledi vstavacovité
(Orchideaceae) nejsou zdaleka jedinymi ohrozenymi druhy. Ubytek biologické

rozmanitosti je celosvétovy problém dnesni doby (Merrit 2014a).

Ke zdokonalovani ochrany rostlin je potfeba disledny monitoring a ochrana mimo

piirozené prostiedi tzv. ex situ (Jersakova et Kindlmann 2004; Vejsadova 2009).

Jednim z odvétvi je kli¢eni semen in vitro neboli ve skle (VSUO 1). Mame ptileZitost
zkoumat néroky, vyvoj a zivotaschopnost rostlin v laboratornich podminkach (Fay
2018). Pomoci metod ex situ lze navratit druhy zpét na izemi, kde uz populace
vyhynuly (MZP 2014).

K tspésnému in vitro kli¢eni semen vstavace kukacky je potieba sterilni prostiedi a
zajisténi spravného mnozstvi zivin Vv zivném médiu (JevSnik et Luthar 2015).
Orchideje v in vitro podminkach mazeme mnozit i asymbioticky (bez houbového
symbiota). Existuje mnoho dostupnych komerénich Zivnych médii, které obsahuji
potiebné latky pro uspésné kliceni semen orchideji (Sarasan et al. 2006). Neni to
ovSem jediny faktor, ktery ovliviiuje uspésSnost kliceni semen. Do média mizeme
piidat razné rostlinné hormony vitaminy nebo ovlivnit abiotické podminky (teplota,
osvit) (Kovac 1992). Bakalaiska prace obsahuje resersi o uspésnych, ¢i netspésnych

pokusech in vitro péstovani.



V metodice byly pouzity 3 varianty zivného média pro zjisténi vlivu ptidanych latek
na kli¢ivost semen. Jako zaklad bylo pouzito zivné médium BM-1 (kontrola),
s pfidanim kinetinu a nebo aktivniho uhli. Kinetin patii do skupiny cytokinint, které
podporuji buné¢né déleni a tvorbu adventnich pupent (Rasmussen 1995). Aktivni uhli
diky své struktuie dokéaze vstiebat toxické latky, ovSem 1 latky potfebné ke kli¢eni
(Kovac 1992). Pii posuzovani uspésnosti pii kliceni se zohlednovali i morfologické

vlastnosti matetskych rostlin (fitness).



1 Cile prace

1. Vypracovat literarni resersi o vyskytu vstavace kukacky v Ceské republice.

Zjistit na jakych lokalitach se vyskytuje a nastinit divody ubytku populaci.

2. Popsat ochranné managementy in situ a ex situ. Zejména moznosti kli¢eni
orchideji v in vitro kultufe. Nastudovat rozdilné metody kultivace, rizna

slozeni zivnych médii a podminky kli¢ivosti pro orchideje.

3. Vytvotit metodiku pro zalozeni kultury in vitro na vysev semen vstavace
kukacky na zaklad¢ odborné literatury. Nasledné uskute¢nit vysevy semen na

zivna média a sledovat jejich vliv na klic¢eni.

4. Zpracovat a vyhodnotit ziskané informace z asymbiotického kli¢eni vstavace

kukacky v in vitro kultufe.



2 Vstavacovité (Orchidaceae)

Obecna charakteristika

Zastupci Celedi vstavacovité (Orchideaceae) jsou povazovany za nejkrasnéjsi rostliny
planety Zemé& (Prochéazka 1980). Mimo to patii také k t€m nejzajimavéjSim a bohuzel
i ktém nejohrozen&jsim. Jsou nebyvale krasné a ziji neobvyklymi zivotnimi
strategiemi (Prasa 2019). Jezek (2003) je dokonce ve své encyklopedii nazyva

kralovnami rostlinné fiSe a také symbolem vzneSenosti a luxusu.

Latinské slovo ,,0rchis®, od kterého je odvozeny nazev Orchideaceae znamena
v ¢eském prekladu varle, coz by mélo odkazovat na podobnost podzemnich hliz
s muzskymi pohlavnimi zlazami (Jezek 2003). Celed’ byla znama jiz ve stfedovéku,
kotenové hlizy nékterych druhti se pouzivaly k vyrobé salepu. Vétilo se, ze ma 1éCebné
ucinky a funguje jako afrodiziakum. I dnes c¢elime problémim s nezdkonnym

obchodem orchideji a s tim spojenym nicenim lokalit jejich vyskytu (Prasa 2019).

V soucasnosti se vyuziti ¢eledi vstavacovitych (Orchideaceae) uchytilo predevsim
v zahradnictvi a kvétinaistvi. Celed ma zastupce i v potravinaistvi. Vanilovnik
plocholisty (Vanilla planifolia) je epifyticka lidnovitd orchidej, ktera se péstuje pro
plody, ze kterych se vyrabi koteni (Prasa 2019).

U nés zname terestrické (v zemi rostouci) orchideje, ale existuji 1 epifytické (zijici na
jinych rostlinach) (Jezek 2003). Vstavacovité (Orchideaceae) patii mezi druhové
nejpestiejsi v Celedich rostlinné fise, odhaduje se kolem 30 000 druhti. Nalézt je
muzeme témét po celé zemekouli, pFedevsim kolem rovniku. Smérem k pélu jejich
vyskyt ubyva (Prisa 2005). Velice hojné se objevuji v tropickych a subtropickych
oblastech Ameriky, Asie, Afriky i Austrélie (Prasa 2019). Zde nejvice rostou jako
epifyty pfichycené na jiné rostling. V Ceské republice nalezneme pouze terestrické
orchideje, pfiblizné¢ 70 druh a poddruhl z Celedi vstavacovitych (Orchideaceae)
(Prochazka et Velisek 1983).

Jak uz bylo zminéno, jedna se o druhové velice bohatou Celed’, nejspiSe protoze je

vyvojové jednou z nejmladSich. Vy¢niva svoji genetickou nestdlosti, coz miizeme



pozorovat napiiklad na variabilit€¢ kvétnich organi, popiipadé na fyziologickych

funkcich nebo celkové ekologii zivota (Dykyjova 2003).

Mykorhiza

Kli¢ovym faktorem v zivoté orchideje je vazba na mykorhizni symbiozu s houbami.
Jedna se o0 druh souziti orchideji s podhoubim uréitych druht hub (Jezek 2003). U
endomykorhizy dochdazi k pronikani vlaken houby az do nitra bunék kofenti cévnaté
rostliny (Prasa 2005). To umoziuje ptenos organickych latek, fosforu, dusiku i vody
do orchideje. Vétsina orchideji mize poskytnout uhlikaté latky houb¢ a navzajem se
podporuji v ristu. Tento symbioticky vztah je velice citlivy a mize byt jednoduse

narusen. Muze dojit k parazitismu, nebo dokonce k zaniku (Prasa 2005).

Mira zavislosti orchideji na mykorhizu je v prab¢hu ontogenetického vyvoje rizna:
1. Pln€ mykotrofni (druhy jsou po cely Zivot heterotrofné zavislé na houbach).
2. Druhy zavislé po celou dobu ontogeneze. Orchideje z¢asti fotosyntetizuji, ale
ve vsech fazich Zivota potiebuji doplnit latky pomoci hub.
3. Treti skupinou jsou orchideje, které jsou zavislé do vytvoieni listového
aparatu. Rostlina se stava zcela autotrofnim organismem a zajisti si potiebné
latky sama (Prisa 2005).

Morfologie
Jedna se o jednodé€lozné, vytrvalé byliny. Morfologie vstavacovitych méa mnoho
podob, at’ uz kvuli rozdilnym zivotnim strategiim, zptsobu vyzivy nebo vyskytem

Vv riznych podnebnych pasech, ¢i stanovistich (Prisa 2005).

Lodyha byva vzpiimena, listnata, ob¢as Supinatd. Po celé délce stejné Siroka a obla,
muze se vyskytovat i tupé hranatd. Podzemni stonek neboli oddenek se objevuje
V riznych tvarech (Prasa 2005). Nékteré jsou mohutné, jiné velmi tenké (Prochazka
1980).

Listy jsou pftisedlé, casto pochvaté, stfidavé, nékdy dvouradé, jednoduché, celistvé,

celokrajné. U nezelenych druhti jsou listy zakrn¢lé (Prusa 2005).



Kvéty vyristaji v GZlabi listl a vétsinou jsou oboupohlavné a zrcadlové symetrické. U
terestrickych orchideji kvéty tvoii klasy, klasové hrozny, az hrozny (Prochéazka et
Velisek 1983). Kvétenstvi je vzptimené, terminalni, kvét byva zakrnély. Kvét
vstavacovitych byva tvoten z Sesti listkt, pét z nich je k sobé sklonénych a tvofi tzv.
,prilbu®. Prostiedni okvétni list na kvétu byva zvétieny nazyva se ,,pysk*. Casto je

prodlouzeny dozadu v ostruhu (Prochazka 1980).

Tyc¢inky srustaji s ¢nélkou a bliznou ve ,,sloupek®. Blizna je prohnuté s vyrastkem,

ktery ma zlazky spojené se slepenymi pylovymi zrny (brylky) (Prochazka 1980).

Opylovani

Rostliny z celedi vstavacovité jsou nejcastéji opylovany fadem blanokfidlych
(pfevazné vosami, vCelami, kutilkami, ¢meldky). Mezi opylovace orchideji dale
tfadime motyly a dvoukiidlé. Celed také pouziva tzv. §alivé kvéty. Vyznam spodiva
v naldkani opylovacli na odménu v podobé nektaru, ktery ve skute€nosti rostlina

neobsahuje (Prochéazka 1980).

U mnoha druht orchideji dochazi ke samosprasnosti (autogamii), a to v otevienych i
zcela zavienych kvétech. Jsou znamé i druhy tropickych orchideji, které jsou

opylovany ornitofolné, prostiednictvim kolibiikti (Prochazka a Velisek 1983).

Orchideje se snaZi nalakat opylovace tvarem, viini a barvou kvétu. Prostiedni okvétni
listek je zvétseny v pysk (jak jiz bylo zminéno v morfologii), kde pfistava opylovac a
je naveden ptimo do stiedu kvétu. (Dykyjova 2003). Stréi sosak do ostruhy a nasledné
narazi do kapsicky, kterd ukryva brylky. Néarazem kapsicka pukne, coz zpusobi
uvolnéni terciki, jez nesou stopky brylek. Terciky se lepivou hmotou ptitisknou na
sosak nebo ¢elo hmyzu ve vzpiimené poloze jako ,,rohy*. Hmyz ptisedne na jiny kvét,
kde se stopecky odtrhnou z hmyzu a ptilepi na bliznu kvétu se vSemi pylovymi zrny.

Cilem je pienést co nejvice pylovych zrn a nasledné produkce semen (Prasa 2005).



3 Vstava¢ kukacka (Anacamptis morio (L.))

Vstava¢ kukacka (Anacamptis morio) patii do celedi vstavacovité (Orchidaceae)
jedné se o jednodéloznou, vytrvalou terestrickou bylinu (Prochéazka et Velisek 1983).
Ceska botanicka spole¢nost v roce 2021 vyhlasila vstavad kukacka za rostlinu roku
(Jersakova et Prusa 2021).

© Jouszf Dozl

Obrazek 1: Anacamptis morio (Dohnal 1971)

3.1 Taxonomie

Anacamptis morio je nov¢jsi ustaleny nazev. Dlouhou dobu se pouzival nazev Orchis
morio. V poslednich letech doSlo k velkému pokroku v oblasti molekularni
fylogenetiky. Pii rozboru bylo zjisténo, Ze vstava¢ kukacka (Anacamptis morio) je vice
piibuzny srodem rudohlavka (Anacamptis) nez s ostatnimi vstava¢i (Orchis)
(Jersdkova et Priisa 2021).

3.2 Morfologie

Velikost vstavace kukacky se pohybuje kolem 8-25 cm, ovsem mize dorust az do
velikosti 30-40 cm. Hlizy ma kolovité a nedélené. Kofeny jsou kratké, malo pocetné a

silné. Ma piimou, svétle zelenou lodyhu s jemnym ryhovanim. V horni ¢asti je lodyha
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nacervenald, az nafialovéla, s malymi listy. V dolni ¢asti rostliny jsou listy rizicoveé

nahlouc¢ené (az 14 cm), kopinatého tvaru a sivozelen¢ barvy (Prasa 2005).

Kvétenstvi nese 7-25 kvétl, tvoii valcovity, az vejéity tvar dlouhy 13 cm. Listeny jsou
kopinaté s nadechem fialové barvy. Véalcovity semeni ma dlouhy kolem 1 cm. Je lysy
a zkrouceny (Prasa 2005).

Kvéty jsou stiedné veliké, napadné, se zelenou zilnatinou. Mohou se chlubit fialovou
barvou, jsou znamé i1 riZzové, vzacnéji bilé varianty. Vné&j$i okvétni listky jsou tupé,
vejcité 5-8 mm dlouhé, smérem ke stiedu se velikost okvétnich listkli zmensuje a méni
tvar v uzsi a prodluzené¢jsi. Dohromady jsou sklonéné do tvaru pftilby. Trojlalo¢ny
pysk (6-10 mm) ma tmavé skvrnity stied a ,,okfidlené” vnéjsi okvétni listky. Pysk je
spise §irSi nez delsi. Ostruha ma valcovitou podobu, je cca 8-11 cm dlouha, sméfujici
lehce vzhtru nebo rovné (Prasa 2005). Vyska sloupku se pohybuje okolo 4 mm. Ma
modrozelené brylky se Zlutavymi stopeckami. Plod ma podobu zelené tobolky se
semeny (Prisa 2005).

Obrazek 2: Kvét Anacamptis morio (Jetabkova 2021)

3.3 Fenologie

1. Za¥i - rust nadzemnich organt (listy, lodyha) (Prochazka et Velisek 1983).

2. Zari az zacatek dubna — v tomto obdobi listy zlstavaji zelené a plni svoji
funkci po celou zimu a zacatek jara (Prochazka et Velisek 1983).

3. Polovina dubna — muze nastat tzv. vedlej$i doba kveteni, coz znamena, Ze

jedinec nebo celé populace za¢ne kvést diive, nez je obvyklé (Prasa 2005).
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4. Kvéten — hlavni doba kveteni, u vstavace kukacka muze toto obdobi trvat az
20 dni. V této dobé je rostlina schopna opyleni a nasledné oplodnéni (Prisa
2005). U vstavace kukacka bylo vypozorovano, ze pokud k opyleni dojde
¢tvrty den od zacatku kveteni, dojde k oplodnénych vSech vaji¢ek v semeniku
(Prasa 2005).

5. Zacatek az polovina ¢ervna — opét mize nastat vedlejsi doba kveteni, ktera
nastane pozd¢ji (Prasa 2005).

6. Polovina kvétna, az polovina Cervence — dozravani a nasledné otvirani
semeniku. Rostlina za¢ina usychat a uvoliuji se semena z tobolek (Jersakova

et Kindlmann, 2004).

L . 1. A V. VL Vil VIIL IX. X. XL X,

UL

Obréazek 3: Fenologie Anacamptis morio (Jersakova et Priisa 2021)

3.4 Biotopy

Pivodné se orchideje vyskytovaly Vv pfirozenych lesich, na lesnich svétlinach a
V piirozenych travnicich nad horni hranici lesa. Rovnéz na Uzemich spasanych
divokou zvéfi, mistech narusenych zaplavami, lavinami ¢i pozary (Jersakova et

KindImann 2004).

V rané¢ historii se ¢lovek ptilis nepodilel na zméné krajiny, zména nastala, az kdyz se
lidé zacali usazovat na jednom misté. S tim pfiSel pocatek zeméd¢lstvi, vytvareni
pastvin a poli na ukor lesni pudy (Prochézka et Velisek 1983). Orchideje tak posunuly
sva mista vyskytu a oteviel se jim novy terén k naletim semen (Dykyjova 2003).
Ptesidlily se na stanovisté luk a pastvin (Jersakova et Kindlmann 2004). S nastupem
pramyslové revoluce pftisla velkovyroba, scelovani poli, tézka technika, pesticidy a
regulovani vodnich tokd (Prasa 2019). Spolu s tim nastal i zanik polopiirozenych

stanovist’ (Jersakova et Kindlmann 2004).



Ptestoze krajina kolem nas je vice ¢i méné ovlivnéna ¢loveékem, existuji zde stanoviste,
na kterych se velice dafi vstavacovitym. Zastupcum vstavace kukacky vyhovuji oblasti
od nizin do podhaii (Prusa 2005). Je to charakteristicky druh pro acidofilni travniky,
viesovi§té, kiovinaté strané. Sirokolisté suché travniky a louky, obcas i vIhéi
stanovi$té. (Hrouda 2013).

3.4.1 Konkreétni biotopy

Acidofilni suché travniky — Pavodné Uzemi vyskytu teplomilnych a acidofilnich
doubrav. Nyni se jedna se o sekundarni vegetaci, diive biotop vyuzivan jako ov¢i
pastviny (Chytry et al. 2010).

Slunné mista, se suchomilnymi a teplomilnymi travami. Podlozi tvoti kyselé silikatové
horniny (zula, rula, granulit, piskovec, mineraln¢ slabsi vulkanity, porfyrit, algonkicka

bridlice), vzacnéji i pisky (Chytry et al. 2010).

Dominantnimi druhy jsou ovsit lu¢ni (Avenula pratensis), kosttava ov¢i (Festuca
ovina), kostfava zlabkata (F. rupicola) nebo bojinek tuhy (Phleum phleoides).
K acidofilnim druhtim rostoucich na biotopu patii psineCek obecny (Agrostis
capillaris), psine¢ek tuhy (A. vinealis), pavinec horsky (Jasione Montana), smolnicka
obecna (Lychnis viscaria) a stovik mensi (Rumex acetosella). Na skalnich vychozech
se mohou nachazet efemérni jednoleté rostliny. Dulezitym zastupcem jsou i mechy,

napiiklad rokyt cypfiSovity (Hypnum cupressiforme).

V Ceské republice se biotop vyskytuje na uzemi Ceského stfedohofi, Ralské
pahorkatiny, v podhtii Doupovskych hor, na Ktivoklatsku, v okoli mésta Prahy, dale
Podbrdsko, Plzefisko, Pootavi, Stfedni Povltavi, Stfedni a Dolni Posazavi, Znojemsko,
Moravskokrumlovsko, Tiebi¢sko, Brnénsko, obvody Drahanské vrchoviny,

Pierovsko, Niva Dolni Dyje (Chytry et al. 2010).

Kostiravové louky s mochnou bilou — Stanovisté se vyskytuje v idolnich polohach
na nezaplavovanych ficnich terasach. Stfedn€ vysoké rostliny i druhy vyssiho vzristu
se na biotopu objevuji, ale ve vétsSim poctu se vyskytuji rostliny niz§iho vzrastu az 90

% z iizemi. Na biotopu se dafi niz§im druhlim. Diky absenci vyssich jedincti dopada
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vice slune¢niho zatreni na druhové bohaté nizké travy. Pidnim typem je fluvizem, ptida

je vlh¢i v jarnich mésicich a na konci 1éta mtize vysychat.

K dominantnim druhtim patii kostfava ¢ervena (Festuca rubra agg.), psine¢ka obecna
(Agrostis capillaris), febii¢ek obecny (Achillea millefolium), méachelka srstnata
(Leontodon hispidus) a jetel lu¢ni (Trifolium pratense). K diagnostickym druhiim na
lokalité fadime napf. smldnik ole$nikovity (Peucedanum oreoselinum) a mochna bila
(Potentilla alba).

Kostievové louky s mochnou bilou jsou v CR rozsitené predeviim v zdpadni poloving
zem¢, hlavné v oblasti feky Berounky. K dal$im lokalitam se fadi okoli mensich toka

v oblasti Brd a Krusnych hor (Chytry et al. 2010).

Podhorské kostiavovo-trojstétové louky — Diive se jednalo o vegetaci acidofilnich
bucin, jedlin, jedlovych a acidofilnich doubrav. Nyni jsou tvofeny spoleCenstvem
kvétnatych luk a rozsahlymi pastvinami, rostoucimi na oligotrofnich kambizech a
mineralné chudsim podlozi. Pida v 1ét€ mirn¢ vysychd. Biotop lezi na vrchoviné a

v podhorské oblasti do 800 m n. m.

Dominantnimi druhy spolecenstva jsou kostrava ¢ervend (Festuca rubra agg.), ovsik
vyvyseny (Arrhenatherum elatius), psinecek obecny (Agrostis capillaris) a trojstét

zlutavy (Trisetum flavescens).

Pted prvni seci, kterd se provadi v ¢ervenci jsou louky pokryté pestrymi barvami kvéth
kopretiny bilé (Leucanthemum vulgare agg.), pryskyinikem prudkym (Ranunculus
acris) a zvonkem rozkladitym (Campanula patula). Pfed druhou se¢i, ktera se provadi
v srpnu dominuje porostu psinecek obecny (Agrostis capillaris), kvetouci febti¢ek
obecny (Achillea millefolium), trezalka skvrnita (Hypericum maculatum) a méachelka
srstnatd (Leontodon hispidus). V sussich oblastech roste naptiklad hvozdik kropenaty

(Dianthus deltoides) i matetidouska vej¢ita (hymus pulegioides).

Na tzemi Ceské republiky se biotop vyskytuje v okrajovych pohoiich Ceského

masivu, ve vétsim mnozstvi i na Plzensku a Kiivoklatsku, Ceskomoravské vrchoving,
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v Zeleznych horach, na Drahanské vrchoving, v Hostynskych vrsich, Vsetinskych

vrsich a v Bilych Karpatech (Chytry et al. 2010).

Uzkolisté suché travniky — Asociace je vazana na velice proslunéné svahy
orientované na jih s praimérnou ro¢ni teplotou nad 8 °C. Pida je mélka az stfedné
hlubokd, druhem jsou rendziny, pararendziny, rankery nebo ¢ernozemé. Podlozi je
bazické nebo neutrdlni. Zakladem jsou vapence, ¢ediCe, vapnité piskovce, sprase,
splity a amfibolity. Na nejsussich mistech kyselejs$i horniny, Zzuly i znélce (Chytry,
2007). Slozeni vegetace se lisi podle mineralizace podlozi. Puvodni vegetaci byly

teplomilné doubravy, které diive slouzily jako ovéi pastva (Chytry et al. 2010).

Jedna se o nizké travniky s dominanci Uzkolistych trsnatych trav, kosttavy walliské
(Festuca valesiaca), ostfice nizké (Carex humilis), kavylu vlaskovitého (Stipa
capillata), také druhy kavylu (Stipa). Dulezitymi jsou i druhy vytrvalych bylin, na jate
se vyskytuji efemerni jednoletky. Druhy jsou vazanéjsi na biotop v teplejSich a susSich
oblastech, nez Vv relativné chladnéjsich a vlh¢ich. Od poloviny kvétna ptes letni mésice

usycha ¢ast nadzemni biomasy (Chytry et al. 2010; Chytry et al. 2007).

Biotop se vyskytuje na nejteplejSich a nejsusSich mistech nasi republiky. Slunné
oblasti severnich Cech, stfednich Cech a jizni Moravy. V Cechach i na Moravé je

vypozorovan rozdil mezi druhy rostlin v oblastech biotopu.

Konkrétnimi lokalitami jsou obvody Doupovskych hor, Stéedni a Dolni Poohti, Ceské
sttedohoii, Slansko, Dolni Pojizeti, Cesky kras a okoli Prahy, Kiivoklatsko,
jihovychodni okraj Ceského masivu mezi Brnem a Znojmem, Moravsky kras, $irsi
okoli Budovic, Cejée, Hustopedi a Mikulova véetné Pavlovskych vrchi, vzacné
vychodni okraj Drahanské vrchoviny a jihozapadni vybézky Bilych Karpat (Chytry et
al. 2010).

Sirokolisté suché travniky — Lokality maji sekundarni ptivod, diive se jednalo o
dubohabtiny a teplomilné doubravy i bu¢iny. Krom pastviny byl biotop diive vyuzivan

jako jednosecna louka, kvuli vétsi primarni produktivité (Chytry et al. 2007).
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Nachézeji se zde svahy s vice ¢i méné zapojenymi travnatymi porosty, druhové bohaté
s hojnym poctem S$irokolistych vytrvalych bylin. Rostouci na stiedné hlubokych, az
hlubokych ptudach. Pidnim druhem je pararendzina nebo pelozem (Chytry 2007).
Podlozim jsou me¢kké sedimentarni horniny kiidy, flyse, sedimenty mladsich tretihor,

spraSe a podsvahove diluvium (Chytry et al. 2010).

Dominantnimi druhy jsou vale¢ky prapofité (Brachypodium pinnatum), piipadné
svefepy vzpiimené (Bromus erectus). V menSim poctu kostiava zlabkatd (Festuca

rupicola), ostfice nizka (Carex humilis), péchava vapnomilna (Sesleria caerulea).

Na suchych loukach v Bilych Karpatech roste fada druhi z ¢eledi Orchidaceae,
druhové bohaté jsou i suché lemy luk a podrosty teplomilnych doubrav, kde se
vyskytuje napiiklad ostfice horskd (Carex montana), plamének ptimy (Clematis
recta), smdinik jeleni (Peucedanum cervaria), mochna bild (Potentilla alba),
prvosenka jarni (Primula veris), srpice barviiska (Serratula tinctoria), jetel cervenavy
(Trifolium rubens) (Chytry et al. 2010; Chytry et al. 2007).

Biotop je rozSifeny v nizinach a pahorkatinach, na mirngjSich, i strmé&jSich svazich

v podstaté po celé Ceské republice (Chytry et al. 2007).

Konkrétnimi lokalitami jsou obvody Doupovskych hor, $ir$i okoli Podboian, Zatce,
Loun a Slaného, Ceské stiedohoii, Kokotinsko, okoli Prahy a Cesky kras,
Kfivoklatsko, Pootavi, okoli Ceského Krumlova, Dolni a Stiedni Pojizeii, povodi
Cidliny, okoli Hofic, podhii#i Orlickych a Zeleznych hor, Litomyslsko, Posvitavi,
Moravsky kras, okoli Brna, Znojma, Mikulova, Cejée, obvody Zdanického lesa a
Litencickych vrchu, Bilé Karpaty, obvody Hostynskych vrchti a dals$i nizsi oblasti
moravskych Karpat, okoli Prostéjova, Olomouce a Pterova (Chytry et al. 2010).

Mezofilni ovsikové louky — Dominujici ovsik vyvyseny (Arrhenatherum elatius), na
loukach v nizinach a pahorkatinach. Charakteristické jsou Sirokolisté byliny. Typicky
je bolsevnik obecny (Heracleum spondylium), chiastavec rolni (Knautia arvensis),
jetel pochybny (Trifolium dubium), kakost luc¢ni (Geranium pratense), zvonek

rozkladity (Campanula patula) (Jersakova et Kindlmann 2004).
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Pohaiikové pastviny — Nizky, zapojeny porost dominantnich trav. V horskych
oblastech stfedné vysoké louky, hojné s jilkem vytrvalym (Lolium perene), kostiavou
luéni (Festuca pratensis), pohaiitkou hiebenitou (Cynosurus cristatus). Zastoupené
jsou i vytrvalé razicovité byliny a rostliny s plazivymi nadzemnimi vybézky, jetel
lu¢ni (Trifolium pratense), jetel plazivy (Trifolium repens), jitrocel vétsi (Plantago

major) (Jersdkova et Kindlmann 2004).

Podhorské a horské smilkové travniky — Vyskytuji se v sussich svahovych
polohach, jedna se o kratkostébelné smilkové louky a pastviny v podhorskych az
horskych polohach. Déle se mohou vyskytovat na plochém terénu na sttidavé vihkych
mistech na obvodu raselinnych luk. Na biotopu se vyskytuje smilka tuhd (Nardus
stricta), trojzubec poléhavy (Danthonia decumbens) i mnoho bylin napt. hadi mor
nizky (Scorzonera humilis), matefidouska vej¢ita (Thymus pulegioides), svizel
hercynsky (Galium saxatile) a violka psi (Viola canina) (Jersakova et Kindlmann
2004).

3.5 Vyskyt v Ceské republice

v

Vstava¢ kukacka patfil k nejhojnéj§imu druhu z ¢eledi vstavacovitych, nyni je na
Ustupu. Vyhynul navelké ¢asti lokalit, zejména kvili intenzivnimu hospodateni,
Ubytku pastvy a koseni. Nyni se na fadé mist stal hlavnim pfedmétem ochrany (Prusa
2019). K roku 1996 je vstavaci kukacka piipisovano 181 lokalit vyskytu. Historicky
se vyskytoval na 524 lokalitdch, ovSem z nich bylo potvrzeno pouze 82. Nové bylo
objeveno 99 lokalit (Jatiova et Smitak 1996).

Agentura ochrany piirody a krajiny CR vytvofila pfehlednou mapu o vyskytu vstavade
kukacky na nasem tizemi (Obr. 4). Na map¢ jsou zaznamenany nalezy v uréitych
etapach. Z mapy lze vy¢ist rozdil vyskytu od nejstarSich dat do roku 1949 az po
nejnovéjsi od roku 2010 (Kostiukova 2022).

Z mapy vyplyva, ze se druh velice hojné vyskytoval i vyskytuje ve Zlinském kraji.
Dale je vysoky vyskyt druhu na Gzemi Podyji a v Jiho¢eském kraji. Dalsi, ¢etnéjsi
zaznamy od roku 2010 pochézi z Karlovarského a Plzenského kraje (Kostiukova
2022).
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Obrazek 4: Mapa vyskytu (AOPK 2022)

3.5.1 Vyskyt v krajich CR

Zlinsky kraj

Ve Zlinském kraji se vstava¢ kukacka vyskytuje na mnoha chranénych mistech.
Jednim znich je prirodni pamatka Rizdécky Vesnik. Jednd se o mozaiku
travinobylinnych spolecenstev, byvalych jalovcovych pastvin a kosenych kvétnatych
luk. V zapadni ¢asti jsou kosené mezofilni ovsikové louky a xerofilni lu¢ni porosty,
na vychodni stran¢ travinobylinna spolecenstva podobna mezofilnim ovsikovym
loukam. Vyskytuje se zde nékolik druhl vstavacovitych. Jednim z nich je vstavac
kukacka. V poslednich letech se zde objevuje jen kolem 10 rostlin (ZO CSOP Via
Hulin 2021a).

Dalsi lokality spadaji pod chranénou krajinnou oblast Bilé Karpaty. Rozsahlym
odlestiovanim se krajina Bilych Karpat proménila v tisice hektarti kvétnatych luk. Jsou
bohata na rostlinna spole¢enstva, véetné vstavacovitych. Symbolem Bilych Karpat se
staly pravé vstavacovité rostliny (AOPK 2022a).

Piirodni rezervace Huté je tvofena pestrou mozaikou suchomilnych, moktadnich a
ekotonalnich druhd rostlin. Ze vstavacovitych je vstava¢ kukacka dominantnim
druhem (ZO CSOP Via Hulin 2021b).

Piirodni pamatka U Petravky byla diive vyuzivana jako extenzivni pastva, dnes je

na izemi vstava¢ kukacka pfedmétem ochrany (ZO CSOP Via Hulin 2021c).
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Dal8im mistem vyskytu je lu¢ni chranéné izemi Podseci v doli pobliZ obce Petriivka
(Rumplikové 2009).

Prirodni pamatka Bilé potoky je rozd€lena na dvé luéni oblasti — Fukstv laz a Bilé
potoky. Okoli je zarostlé lesnim porostem. Fukstv 1az je pfevazné kvétnata louka
s vyskytem orchideji véetné vstavace kukacky. Bilé potoky jsou z vétsi ¢asti mokiady,
vzacné mezofytni louky s orchidejemi (ZO CSOP Via Hulin 2021d).

PFirodni rezervace Javorivky je bohaté riznorodé uzemi. Mokiadni vegetace a
bélokarpatska louka. Typicky biotop pro severni ¢ast Bilych Karpat s vyskytem
chranénych druhti rostlin, véetné vstavace kukatky ZO CSOP Via Hulin 2021e¢).
Prirodni rezervace Horni louky je tvofena Sesti dil¢imi plochami, spojenymi
ochrannym pasmem. Soucasti jsou spoleCenstva svazu Trifolium medii a kvétnaté
louky. Vstava¢ kukacka se zde vyskytuje spolu s dalsimi 232 taxony vysSich druht
rostlin (ZO CSOP Via Hulin 2021f).

Kvétnata louka p¥irodni pamatky V Kratkych je dalsi oblasti se vstavacem kukacka.
Roste zde na suchych svazéitych stanovistich (ZO CSOP Via Hulin 2021g).

Prirodni pamatka Dubiny, vstava¢ kukacka je na zminéném Uzemi soucasti
teplomilného travinobylinného porostu svazu Cirsio-Brachypodion pinnati (ZO CSOP
Via Hulin 2021h).

Prirodni pamatka Mechnacek Siroky clenity zleb s bélokarpatskymi kvétnatymi
loukami. V 70. letech byla oblast poskozena hnojenim a rozoranim. Obnova bude trvat
n&kolik let, presto se zde objevuje fada chranénych rostlin (ZO CSOP Via Hulin
2021ch).

Jihomoravsky kraj

V narodnim parku Podyji je nékolik biotopu s vyskytem vstavace kukacky.
Vyskytuje se hlavné na viesovistich (Némec 2012), v obcich na vychodnim okraji
Podyji, Havraniky, Popice a Hnanice. Jedn& se o druhotné biotopy, suché travniky a
viesovisté, kterd vznikla potlacovanim sukcese. Ostrivky tohoto biotopu se vyskytuji
po celém chranéném Gzemi (Stejskal 2012)

Na Znojemsku patii zdejsi populace k nejbohat§im — pfirodni rezervace Cinova hora
v lomu a u Popické kaple (Némec 2012)

Piirodni rezervace Horky u Milotic v panonské oblasti, obsahuje fadu vyznamnych

druhii v¢etné vstavace kukacky (Zimova 2010).
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Chranéna krajinna oblast Bilé Karpaty zasahuje i do Jihomoravského
kraje, pFirodni rezervace KUtky je zndma vysokym poétem druht orchideji, veetné
vstavaée kukacky (ZO CSOP Via Hulin, 2021i).

V oblasti Lednicko-valtického arealu lezi narodni p¥irodni pamatka Rendez-vous,
taktéz s vyskytem vstavace kukacky (Cibulka 2015)

Okres Blansko zahrnuje pFirodni pamatku Dobra studné, vegetaci jsou podhorské
smilkové travniky, z vyznamnéj$ich druhi zde roste vstava¢ kukacka (Ochoz u
Tisnova 2020). K dalsim pFirodnim pamatkam s vyskytem vstavace kukacky patii
Biskoupsky kopec a Horky (Martisek et Martiskova 2010; ZO CSOP Via Hulin,
2021j).

Jihocesky kraj

V narodni p¥irodni rezervaci Velky a Maly Tisy se nachazi mnoho vyznamnych
spolecenstev vazanych na vodni a mokfadni ekosystémy. Jedna se 0 komplex 11 rtizné
velkych rybnikd, jejich biehy slouzi jako stanovisté pro vstava¢ kukacku i fadu jinych
rostlin (AOPK 2022b)

V narodnim parku Sumava by se mél vyskytovat ve Volyiiském Pied§umavi v obci
Sumavské Hostice. U Mlynafovic v Prachatickém Pied$umavi bylo zaznamenano 6
podhuiii, na Sumavském Javorniku (Ekrt et Pibal 2008).

V obci Zabrdi, prirodni pamatka V Polich na kvétnatych mezofilnich loukach
(Stielec 2018).

Jedny z prvnich udaji o vyskytu vstavade kukacka na Sumavé pochéazi z obce Svatéa
Maii. Dalsi informace o vyskytu popsal Moravec o 10 let pozd¢ji, a to z Uzemi
Pravétina, Drslavic, Zablati, KratuS$ina, Sumavskych Hostic, z udoli potoka Nahac u
Trhonina a od Vicemile. Lokality se nepodatilo ovéfit, je pravdépodobné, Ze z téchto
mist druh vymizel (Pabal 2006).

Karlovarsky kraj
Lokalita vstavace kukacky se nachazi u TéSova a nazyva se ,,Kukackova louka®,
jedna se o pravideln¢ obhospodatovany svah s ptevahou travin (Brabec et al. 2008).
Narodni piirodni pamatka Komorni hiarka, nachazi se zde travnaté ekosystémy,
lesni ekosystémy bucin a biotop vstavace kukacky, na uzemi se vyskytuje vice nez
1000 jedinct (AOPK 2022c; Brabec et al. 2008).
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Dalsi lokality vyskytu jsou piirodni pamatka Hoie¢kova louka na Pile, zachovalé
kvétnaté louky a pastviny (AOPK 2022d). P¥irodni rezervace Vlada¥, v suchych
travnicich roste vstavac¢ kukacka (Anonymus 2016). Na louce nedaleko obce Protivec
by se mél vyskytovat ve velkém poctu (v roce 2008 udajné zaznamenano 300 jedincit).
Méné jedinct by se mélo vyskytovat u obce Stédra na svazich Pta¢iho vrchu (Brabec
et al. 2008).

Plzenisky kraj

Na Uzemi chranéné krajinné oblasti Slavkovsky les najdeme fadu vzacnych, a
zvlasteé chranénych druhii véetné vstavace kukacky na nékterych loukach a pastvinach
(AOPK 2022e)

V Prachatickém P¥edSumavi v obci Svihov, vstava¢ kukacka se zde vyskytuje ve
svahu na pramenistni louce; v osadé Chvalov, na kosené louce mezi lesy (Ptabal 2006).
Asi kilometr od osady Albrechtice v pedhiii Sumavy, se vstavaé kukadka nachazi
V narodni piirodni pamatka Pramenisté U Finu. Jedna se pfevazné o pastviny a
vihké louky (Moravec 2011).

Mistem vyskytu v okresu Klatovy, je pFirodni park Planicky hi‘eben, na kvétnaté

bucing v prirodni rezervaci Velky kamen (Valtr 2018).

Vysoc¢ina

Dulezitou lokalitou vyskytu je pFirodni pamatka Kamenny vrch blizko obce

Heraltice, jedna se o vyznamnou lokalitu. Vyskytuje se zde fada lu¢nich druhii véetné

populace vstavace kukacky (CSOP KnéZice 2017).

V okresu Jihlava se vstavac¢ objevuje na byvalé, extenzivné obhospodafované pastviné

prirodni pamatka Prosenka, V poslednich letech vSak nebyly spatieny kvetouci

exemplaie (Kfivan et Jelinek, 2010).

Déle je populace jedince vstavace kukacky zaznamenana v obci Lhénice na GUzemi

prirodni pamatky Kozének, jednd se 0 mozaiku riznych typd suchych travnika

(Moréavkova 2015).

Na kratkostébelnych, suchych travnicich byl vstava¢ kukacka zaznamenan na uzemi

piirodni pamatky Ptacovské rybniky (Anonymus 1). Nasledujicim okresem je Zd'ar

nad Sdzavou, konkrétné se jedna o p¥irodni pamatku K¥iznik, pFirodni pamatku

Nad koupalistém v obou piipadech se jedna o suchomiln, travinna spoleCenstva

s vyskytem vzacnych bylin (Kraj Vysocina 1; Kraj Vyso¢ina 2). Narodni pFirodni
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pamatka Svafec je komplex polopfirozenych suchomilnych travniki, kiovin,

extenzivné seCenych luk v nizinach i podhuii (Kraj Vysocina 3).

Moravskoslezsky kraj

Vstava¢ kukacka se v kraji nevyskytuje pfili§ hojné. Byl zaznamenan v chranéné
krajinné oblasti Beskydy ve stfednich polohach na vilh¢ich, az sussich loukéch
(Popelaiova et Ohryzkova 2013).

Olomoucky kraj

V Olomouckém kraji se vstava¢ kukacka vyskytuje na Uzemi prirodni rezervace
Maly Kosii. Diive byla lokalita vyuzivand jako sady a pastvina, dnes se jedna
suchomilnou vegetaci, ktera je ohrozena expanzi dieva (Saggitaria 2010a). Druh také
roste na Uzemi prirodni rezervace Blatka, ktera je tvofena lesy, loukami i vodnimi
plochami (Saggitaria 2010b). Prirodni pamatka Véapenice je xerotemni tepni
lokalita, nejrozsahlejsi jsou zde rostlinna spoleCenstva, na kterych se vyskytuje
vstavac kukacka (Trnka 2010).

Pardubicky kraj

Ojedin¢élym vyskytem vstavace kukaCky je pFirodni pamatka Vstavacova louka
v okrese Usti nad Orlici. Vétsinu uzemi tvoii podméagené bezkolencové stanovists.
(Reslova 2010). Dalsim Gzemim vyskytu je pFirodni rezervace Mazurovy chalupy,

které jsou tvofeny slatinnymi a mezofilnimi loukami (Hrones 2008).

Stiredocesky kraj

Ve Sttedoceském kraji miizeme vidét vstavac kukacka v okrese Nymburk na lokalité
narodni piirodni pamatky Slatinna louka u Velenky, jsou zde podmacené slatinné
louky (AOPK, 2022f). Vstavac kukacka se vyskytuje v evropsky vyznamné lokalité
Milovice — Mladéa, jedna se byvaly vojensky prostor. Rozsahlé uzemi suchych
travnika s listnatymi acidofilnimi lesy (AOPK 2022g). Pfedmétem ochrany je v
narodni piirodni pamatce Dlouhopolsko na slatinnych loukach (Anonymus 2014).
Dalsi lokalitou mizeme jmenovat prirodni rezervaci Andélské schody, kde se
vyskytuje na nejsussich mistech rezervace (Hrcka 2013). Take roste na v prirodni
pamatce Sladkova stran, charakteristicka teplomilnymi druhy s vysokou druhovou
rozmanitosti, véetné vstavacovitych (Anonymus 2).
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Vstavaé kukacka roste v chranéné krajinné oblasti Cesky kras na suchych
travnicich byvalych pastvin, je znamenano kolem 30 jedincti. Roste na Cabrku u
Mofrinky, evropsky vyznamné lokalité Kralické tdoli, nov¢ v pfirodni rezervaci
Kobyla, na okraji Tobolského vrchu v narodni pi#irodni rezervaci Koda. (AOPK
2018).

Ustecky kraj
Vstava¢ kukacka se difve v Usteckem kraji vyskytoval ve vétsim poétu. V Ceském
stiedohoii se dnes vyskytuje pouze na jedné lokalité¢ na Bohynskych lad¢é na DéCinsku

(Nepras et Kroufek 2011).

Liberecky kraj

Z Libereckého kraje nejsou skoro zadné zdznamy, sporadicky se vyskytuje
v chranéné krajinné oblasti Cesky raj na vyslunnych loukach. Bylo potvrzeno 12
exemplaitt (CHKO Cesky raj 2004).

Karlovohradecky kraj

Ve zminéném kraji se vstava¢ kukacka) vyskytuje na vicero stanovistich, pfevazné na
zvlasté chranénych tizemich. Vstava¢ kukacka mizeme vidét v prirodni pamatce
Oborské luka, jizné od obce Biezka (Anonymus 3). Hlavnim pfedmétem orchrany
v prirodni pamatce Na Hadovné je populace vstavace kukacky na lokalité pieziva
n¢kolik poslednich exemplafd, nebo je moznd vyhynuli v roce 2016 se nepodaftilo

nalézt zadného jedince (Anonymus 4)

3.6 Vyskyt ve svéte

Vstava¢ kukacka je rozsiteny predevS$im po Evropé, nevyskytuje se pouze na

........

(Priia 2005).

Jatiova et Smiték (1996) popisuji vyskyt vstavace kukacky ve svété takto: ,,Na zdpadé

probihd hranice aredlu severni Afrikou, vychodnim Spanélskem a Francii. K severu
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jde pres Irsko do jizni Skandindvie na jihovychodé saha az ke Kaspickému mori.

Vyskytuje se roztrousené po celém uzemi Slovenské republiky.*

4 Management ochrany in situ a ex situ

Bezlesé plochy jsou na tizemi Ceské republiky témi slabsimi a ubyvajicimi. Spolu
snimi i druhy, které na téchto plochach ziji (Vitkova 2011). Bylo zminéno, ze
populace vstavace kukacky pattila ve stiedni Evropé k hojn&jsim. Nyni jejich pocet
ubyva. Jednim z dtivodti je zanik stanovist’, na kterych se vyskytoval. Na naSem tizemi

je zaznamenan Ubytek stanovist’ 0 60 % (Sagittaria 2010c).

K tomu, aby ke ztratam druht ¢i lokalit nedochéazelo, ndam pomahaji tzv. managementy
ochrany. Jednd se o neustaly proces, ve kterém se vyuzivaji nejlepsi dostupné
poznatky. Neustale se informace posuzuji a obnovuji. Zaroven se berou v Uvahu
ekologické, spoleCenské a politické souvislosti (PeSout et Knizatkova 2020). Na
managementech ochrany se podili fada védeckych pracovnikli a specialisti na
jednotlivé druhy. Spole¢né oveétuji zachranné techniky péce v jejich pfirozeném

prostiedi (in situ) i mimo prostiedi (ex situ) (Miko et Hosek 2009).

Ve vyzkumech ex situ, konkrétné&ji in vitro (neboli ve skle), se za realistickych
klimatickych podminek mutzeme zabyvat studiem druht mnohem detailngji
s presngjsimi vysledky (VSUO 1). Tato metoda je vhodna obzvlast pro ohrozené

druhy, protoze nemtizeme ohrozit jejich existenci v pfirozeném prostiedi.

Vyzkumy in situ nam pomahaji pozorovat zmény V piirozeném prostiedi a zaroven
zmény ke kterym dochazi v ptirozené populaci. K zisk&ni poznatki je potieba
dlouhodoby, pravidelny a opakovany monitoring. Tim muZeme sledovat zmény
Vv ¢ase a vyhodnotit fitness populace (Jersdkova et Kindlmann 2004). Jak reaguje na
dlouhodobé, nepiedvidatelné nebo kratkodobé udalosti. Pii hodnoceni fitness
populace je dillezité znat jeji charakteristiku a charakteristiku prostiedi. Déle pak
biotické a abiotické podminky, historii, velikost populace a zplsob Zivota druhu
(Lienert et al. 2002; Hornemann et al. 2012 ex Morris et al. 2008). Se zdatnosti také
souvisi vztahy v prostiedi, ve kterém se druh vyskytuje (Lienert et al. 2002).
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Inventarzaci mtizeme zjistit pocet jedincti v populaci. Stanovime tak, zda je populace
stabilni, zda roste, ¢i klesa. Pti vybérovém Setfeni odhadneme hustotu druhu ve
spole¢enstvu. Po tsecich se spoéita pocet jedinct (l1ze zpramérovat) a rovnou odhadne
velikost populace. Pro vétsi piesnost se pouzivaji statistické metody. Demografické
studie zkoumaji konkrétniho jedince. Rychlost rustu, reprodukci a pravdépodobnost
preziti. Takto individualné se zkoumaji jedinci riznych vékovych kategorii a velikosti,

abychom mohli vytvorit uceleny vysledek o populaci (Jersakova et Kindlmann 2004).

Velikost stanovi§té ovliviiuje genetickou variabilitu, ktera se zvySuje spole¢né
s velikosti populace. Vétsi populace maji predpoklad pro zdravéjsi jedince a veétsi
zivotaschopnost. Zaroveit mohou byt atraktivnéjsi pro opylovace (Hornemann et al.
2012). Orchideje jsou schopny pomérné dlouho snaset stres, v porostu nikdy
nepievazuji nad ostatnimi rostlinami (Anonymus 5). Jejich semena by mohla cestovat
i n¢kolik kilometri daleko, protoze jsou mala a lehka (Jersakova et Malinova 2007).
Ale ve vyzkumech, které zminuje Jersakova a Malinova (2007) bylo zjisténo, ze
semena nejspi$ padaji jen par metrt od mateéné rostliny. Novym jedincim by se tak
mélo dafit vice, jelikoz v blizkosti ohniska orchideji maji vétsi pravdépodobnost

vyskytu idealniho houbového symbiota (McCormick et al. 2016).

Vime, ze snizovani populace je zplsobeno zménou vyuzivani krajiny a ubytku
opylovacti. Druh zmizel z luk, kde probihé intenzivni obhospodatovani. Spatné snasi
hnojeni a je konkuren¢né velmi slaby (Hértel 2021). Na druhou stranu bylo pomoci
monitoringu zjisténo, ze populace vstavac¢e kukacky mohou piezivat nékolik let i na
nekosenych mistech, které jsou inhibovany suchem nebo jinymi faktory. Z toho
muzeme vyvodit, ze populace vstavace kukacky jsou dlouhovéké, minimalné se
dozivaji az 7 let. V Anglii probihal monitoring 102 jedincti z nich se 42 % dozilo stafi
9 az 17 let (Jerséakova et Kindlmann 2004).

4.1 Ochranainsitu

Ochrana piirody v Ceské republice saha do prvni poloviny 19. stoleti, kdy zacala
vznikat prvni Ozemni ochrana. Ochrana pfirody vté dobé spocivala v
,»zakonzervovani®, bez zasahu i péce (Mackov¢in 2005). Doba, kdy stacila pasivni
ochrana je jiz davno pry¢ (Prochéazka et Velisek 1983). Aktivni péce o uzemi zacala

v devadesatych letech 20. stoleti (Mackov¢in 2005).
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Péce o stanoviste je pro orchideje nezbytna, musi byt zajistény komplexni opatieni.
Piedev§im Uzemni ochrana spolu s aktivni pé¢i (management), ktera simuluje
ekologické podminky, jez vyhovuji danému druhu (Prochézka et Velisek 1983). To
zahrnuje vylouceni kontaminace hnojiv ze stanovisté a blokovani sukcese kosenim a
pastvou (Prasa 2005). Blokovanim sukcese piestavaji stanovisté zartstat vySSimi
rostlinami. Na lu¢ni stanovisté za¢ne dopadat dostatek svétla, které je dulezité pro rust
vstavacovitych rostlin (Anonymus 5). Vzdy je nutné respektovat typ stanovisté a druhy

vstavacovitych, které se na ném vyskytuji (Prisa 2019).

Vstavac kukacka pii absenci seCe lokalit po dobu dvou let piestava kvést. Pfechazi do
sterilniho nebo dormantniho stavu, poptipadé odumira. Pokud se snazime o obnovu
lokalit, mize navraceni do puvodniho stavu trvat i nékolik let. Napt. v okrese Vsetin,
z ptivodné kvetoucich 70 jedinct, prestaly vSechny rostliny vstavact kvést pii absenci
seCeni. Asi po 5letech obnovené aktivni péce jsou na lokalité¢ 2-3 kvetouci jedinci
(Jersékova et Kindlmann 2004).

Vhodnou péci je pravidelna se¢ od pilky ¢ervna do konce srpna. Nékteré lokality, na
vyslunnych mistech s nizkym nartistem biomasy, sta¢i kosit jednou ro¢né. Bylo
zjiSténo, Ze k uchovani novych jedincti pomahaji divoka prasata a krtci. Tato zvitata
dokazou narusit husty porost a drny trav, které vstavaci nesved¢i. Je ale nutné pohlidat,
aby divoké prasata nesezrala hlizy vstavace kukacky. K naruSeni porostu lze vyuzit i
kratkodobou intenzivni pastvu v letnich mésicich, ale pouze jednou za nékolik let
(Jersékova et Kindlmann 2004).

Zakladni management lu¢nich porosti je seCeni, pastva a odstranéni naletd. Je
mozna i kombinace zasah.

Seceni — je vhodné aplikovat mozaikovité po odkvétu rostlin. V tomto obdobi jsou
semena vysypana z plodti na zem. Vznikla biomasa by se méla susit na misté seceni,
aby nedoslo ke ztrat¢ semen.

Pastva — pouzivaji se kozy a ovce (ptipadné¢ skot a koné). Je naro¢né zvolit spravnou
intenzitu, aby nebyla pfili§ nadbyte¢na nebo naopak. Nékdy je vhodné nechat spasat

jen ¢ast zemi tzv. oplitky. Také se aplikuje nepfetrzité nebo jednordzoveé paseni.
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Odstranéni nalett — vhodné, pokud se na Uzemi neaplikuje pastva ¢i seCeni, pii kterém

automaticky dochdzi k odstranéni naletd (Prisa 2019).

Management pramenist’ a mokiadd — ohrozeni spociva v poklesu spodni hladiny
vody, eutrofizace a zardstani. V takovych piipadech je vhodné umisténi ochrannych
pasem a zakaz hnojeni. Proti zarGstani pak aplikovat obCasné seCeni a odstranéni

nélettl (Priiga 2019).

Management lesi a kiovin — je vhodné klast diraz na pfirozenou obnovu lesa a
nevnaset neptivodni druhy. Zajistit ochranu proti okusu zvéfi a zakéazat holose¢né
hospodateni. Zasahy v kiovinnych porostech by nemély narusit vyskyt cennych druht

kifovin, ale zaroven nedovolit zaristani kefového patra (Prasa 2019).

4.1.1 Managementy stanovist’ vyskytu vstavace kukacky

Acidofilni suché travniky — Neobhospodafovani stanovisté, spadem dusiku a
rozSifovanim trav Arrhenatherum elatius a Calamagrostis epigejos, se porost
pfeménuje na mezofilnéjsi typ travniku a ustupuji vzrstové nizs$i druhy. Sukcesi
zarustaji stanovisté kefi a stromy (trnovnikem akatem (Robinia pseudacacia), biizou
bélokorou (Betula pendula) nebo borovicemi (Pinus nigra a P. sylvestris)). Pro udrzeni
biotopu je potieba pravidelné odstranovani dfevin, pastva, popiipadé se¢ (Chytry

2010).

Kostiravové louky s mochnou bilou — Pti vétsi koncentraci zivin, zejména dusikatych
hnojiv, doch&zi Kk nartistu pfedevs§im vysSich trav a nasledné k poklesu druhové
biodiverzity. Ke zmén¢ druhového slozeni dochazi i v mimotadné suchych letech. Po
jedné az dvou vegetacnich sezOnach se piirozené slozeni porostu vraci do ptivodniho
stavu. K uchovani biotopu je pottebna pravidelna sec, bez ptidavani dusikatych hnojiv

(Chytry 2007).
Podhorské kostiavovo-trojstétové louky — Biotop poticbuje alespon jednu, na

uzivngjsich stanovistich dvoji se¢, a mirné hnojeni. Pti neobhospodafovani dochazi

Kk zartistani mezofilnimi nebo nitrofilnimi druhy dvoudéloznych bylin a nasledné

24



kfovinami. Pokud dojde k piehnojeni, téZ dochédzi k zartstani dvoud€loznymi

rostlinami (napf. Aegopodium podagraria) (Chytry 2007).

Uzkolisté suché travniky — Nepfiznivé je neobhospodafovani lokalit a imise
atmosférického dusiku, to vede k zanikani nizSich druht rostlin a k rozsifovani a
zarustani vy$$imi travami Arrhenatherum elatius a Calamagrostis epigejos. Dalsim
Skodlivym faktorem jsou invazni listnaté dieviny (Ailanthus altissima, Lycium
barbarum a Robinia pseudacacia), které vytlacuji ptvodni druhy. Je nezbytné

odstraniovani neptivodnich naletti a pravidelna pastva koz a ovci (Chtyry 2010).

Sirokolisté suché travniky — Nezbytna je se¢ nebo pastva minimalné jednou za dva
roky (koncem Cervna az Cervenec). Pii neobhospodafovani dochéazi k pfemnozeni
valecky prapofité (Brachypodium pinnatum), v dalSich fazich také ovsiku vyvyseného
(Arrhenatherum elatius) a titiny kiovistni (Calamagrostis epigejos). Skodlivy je i spad
atmosférického dusiku a zartstani dfevinami, které je nutné pravidelné odstranovat

(Chytry 2010).

Mezofilni ovsikove louky — Je dulezité louku jednou az dvakrat ro¢né kosit. Louky se
vstavac¢em kukackou je vhodné kosit na pfelomu ¢ervna a Cervence, druhou se¢ provést
nejpozdéji na koci srpna. Nedoporucuje se pastva, ani pouze oplitky. Musi se sklizet
ovsik vyvyseny (Arrhenatherum elatius), jinak dojde k jeho piertstani. Dale se musi
odstrafiovat i nalety dfevin a kett, které maji tendenci Se chovat invazné (Jersakova et

Kindlmann 2004).

Poharikové pastviny — Na pastvinach se objevuji luéni mravenisté. Z toho divodu se
nedoporucuje se¢. Hlavni je extenzivni pastva koz a ovci, nejlépe v intervalech po
tiech tydnech, mimo dobu kveteni vstavacovitych rostlin. Pokud by dochézelo
K pastv¢ prili§ ¢asto, mohlo by dojit k Sifeni neZzadoucich druht napf. sedmikrasky

chudobky (Bellis perennis) (Jersakova et Kindlmann 2004).

4.1.2 Zakony a umluvy

K ochrané in situ se vztahuje i ochrana pomoci zakont a imluv. Vstava¢ kukacka je

hodnocen jako siln¢ ohrozeny (§2), chranén zdkonem 114/1992 Sb. o ochrané ptirody
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a krajiny, stejné tak je v Cerveném seznamu cévnatych rostlin CR zafazeny jako silné
ohrozeny druh (C1b) (Grulich et Chobot 2017). Stanovisté s vyskytem vstavacovitych
rostlin vétSinou spadaji pod zvlasté chranénd tzemi s propracovanymi plany péce

(Anonymus 5).

Vstava¢ kukaCka spolu s ostatnimi orchidejemi je chranén témito mezindrodnimi
Umluvami a zakony:
e Bernska imluva o ochran¢ evropskych plané rostoucich rostlin, volné Zijicich
zivo€icht a ptirodnich stanovist,
e Ramsarskd imluva na ochranu moktadii
e CITES — Umluva 0 mezinarodnim obchodu s volné Zijicimi druhy Zivogichi a
plan¢ rostoucimi druhy rostlin,
e Umluva o ochrané biodiverzity
e Natura 2000 — soustava evropskych chranénych uzemi, vymezena ve dvou
smérnicich Evropskych spole¢enstvi: 409/EHS/79 o ochrané volné Zijicich
ptaki a 43/EHS/92 o ochrané ptirodnich stanovist, volné Zijicich Zivoc¢icht a

plan¢ rostoucich rostlin (Anonymus 5).

4.2 Ochrana ex situ

Ochrana in situ neni vzdy dostacujici. Zejmeéna pokud se jedna o druh vyskytujici se
mimo chranénou krajinou oblast nebo pfilis§ malou populaci. V dne$ni dobé se
potykame, a piedev§im budeme potykat, se zménou regionalniho klimatu a dalSich
environmentalnich faktord (Anonymus 2002 ex Schaller 1993). Pokud se obavy
odbornika naplni, nartst sklenikovych plynd zptsobi otepleni planety, coz bude mit

za nésledek radikalni zmény ekosystému (Seaton et al. 2010)

Ve vyzkumu Hornemann (2012) uvadi, Ze u vstavace kukacky byl pocet kvetoucich
jedinct pozitivné ovlivnén vy$simi teplotami v dubnu, naopak vyssi teploty v kvétnu
zpusobily dokonce usmrceni rozvinutych kvétenstvi. Dubnové teploty nejspis§ zvysily

rychlost fotosyntézy a tim i vyvoj kvétenstvi.

Vliv oteplovani planety na orchideje je nejasny, ale z podstaty véci je pravdépodobné,

ze mnoho populaci bude negativné ovlivnéno a ochrana in situ sama o sob& nebude
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sta¢it. Ruzné populace orchideji budou reagovat odlisné. Nékteré mohou byt Iépe

ptizptisobeny a vyrovnaji se s budoucimi globalnimi zménami (Seaton et al. 2010).

Jednou z moznosti aktivni ochrany je metoda kultivace v podminkach ex situ, tedy
mimo piirozené prostiedi (Vejsadova 2009). Pro zachranu rostlin to jsou zejména
botanické zahrady, arboreta, nebo semenné banky (Anonymus 2002 ex Schaller 1993).
Skladovani poskytuje nezbytnou zalohu v piipadé vyhynuti druhu (Meritt et al.
2014a). Na mezinarodnim kongresu na ochranu orchideji bylo rozhodnuto, ze do roku
2010 bude ulozeno 90 % ohrozenych orchideji v ex situ shirkach. Z toho 50 % pouZzito
na budouci obnovu (Seaton et al. 2010). Zachovani materialu v semennych bankéch je
hlavni strategie pro zachovani biodiverzity rostlin (Merritt et al. 2014b ex Smith et al.
2011, Godefroid et al. 2011)

Vétsinu orchideji 1ze pomérné snadno vypéstovat ze semene V umélych laboratornich
podminkach (Seaton et al. 2010 ex Seaton & Ramsay 2005). Semena se kultivuji za
specifickych podminek. Diive ve sklenénych nadobach, dnes spise v plastovych.
Metodu nazyvame in vitro (VSUO 1). Také lze péstovat oddélené &asti rostlin,

rostlinnych explantata (organové, tkanové, bunééné) (CUNI 1).

Stejné, jako jsou ohroZeny malé populace v pfirozeném prostiedi, mtize dojit ke ztraté
rostlin ve sbirkach a kultivacich. Dusledkem $patnych teplot, $kiidcti, nemoci, nebo

nevhodné zvolené kultivacni metody (Seaton et al. 2010).

Zivotnost semen se druhové velmi ligi. | za ideélnich podminek mtize dojit ke ztraté
kli¢ivosti (Merritt et al. 2014b ex Walters et al. 2005, Probert et al. 2009). Aby mohly
byt programy na obnovu druhii a stanovist’ u¢inné, musime znat Udaje o vlastnostech
a zivotnosti semen pii skladovani. V tizeném experimentu urychlili proces starnuti
australskych semen a zjistovali jejich Zivotaschopnost pii skladovani. Ze 172
studovanych semen piesahlo 28 dobu Zivotaschopnosti 200 dni. Hodnoty se vyrazné
lisily od 3 dnii po 589 dnti nejdéle piezila dievina Acacia colei var. Colei. Pii testovani
semen u suchozemskych australskych orchideji klesla zivotaschopnost o 50 % mezi
0,5 — 36 dny (Hay et al. 2010).
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Ukézalo se, Ze stromy a kefe maji vyrazné del§i zivotnost nez semena bylin
vegetacnich spoleéenstev. Také druhy z teplejsich oblasti s vy$§imi praméry srazek

dopadly lépe, nez druhy z chladnych a suchych oblasti (Merritt et al. 2014b).

Material, ktery je vytvofeny v podminkach ex situ musi Celit pii vysadbé novym
selekénim a ekologickym tlakiim. Obnova stanovist vyzaduje, aby byly zvazeny
genetické problémy, pokud ma byt geneticky material pfemistén do pfirozeného
prostiedi (Ensslin et al 2011). Aby se piedchazelo ztrdtdm, je vhodny geneticky
screening a selekce rostlin, tim maximalizujeme potencial obnovenych populaci
(Merritt et al 2014b).
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5 INVITRO

In vitro metodu délime u vysevi semen orchideji na symbiotickou a asymbiotickou.
Nejstarsi pokusy kli¢eni semen in vitro vznikaly na mykorrhiznich houbéach
nalezenych v pfirodé ke stimulaci kli¢eni a vyvoji. Techniky, které byly vyvinuty na
pocatku 20. stoleti, vedly ke spolehlivéj§imu vyvinu mnoha taxonl orchideji. Lewis
Knudson v roce 1922 pouzil techniku dnes znamou jako asymbiotické kliceni. Vysel
semena na sterilni Zivnou pudu doplnénou sachar6zou bez houbového mykobionta

(Kauth et al. 2008).

5.1 Vyuziti v ochrané rostlin

Programy ex situ jsou zasadni pro globalni akce na ochranu upadajici celosvétové
biologické rozmanitosti (Merrit et al. 2014a). Pé&stovani ohroZzenych rostlin
Vv laboratotich nam dava zcela novou pfilezitost studovat jejich piisobeni podrobné&ji
nez kdykoliv piedtim (Fay 2018). Ochran¢ rostlin pomoci metody in vitro se vénuje
fada botanickych zahrad z celého svéta. Vyzkumné tymy diky této technice mohou
mnozit a udrzovat velké mnozstvi ohrozenych rostlin (Sarasan et al. 2006). Je potieba
klast diraz na botanické zahrady, podporovat mnozeni ohrozenych druht v zemich

puvodu s ohledem na lokalitu vyskytu (Seaton et al. 2010).

V ramci podpory zachovani a udrzeni orchideji ve svété vznikl projekt Darwinovy
iniciativy Orchid Seed Stores for Sustainable Use* (OSSSU), ktera zaklada sit’ bank
pro semena orchideji. Jedna se o snahu zachovat maximalni mnozstvi genetické
diverzity na minimalnim prostoru. Uchovany material mize byt vyuzity pro vysadbu

a na obnovu stanovist’ (Seaton et al. 2010).

V Ceské republice také probiha ochrana ex situ orchideji. Napf. ve Vyzkumném tstavu
Silva Taroucy pro krajinu a okrasné zahradnictvi v Prihonicich. Zde kultivuji in vitro
vemenik dvoulisty (Platanthera bifolia) (Vejsadova 2009). Déle se zabyva in vitro
kultivaci orchideji Katedra experimentalni biologie rostlin pfi Univerzit¢ Karlové

(Figura a Ponert 2017).

Kultivace in vitro piinasi fadu vyhod. Hlavni vyhodou je produkce zdravého

rostlinného materialu a moznost kultivace pies cely rok bez ohledu na pocasi.
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Velice prakticka je uspora plochy a mozZnost regulovat podminky (teplota, svétlo,

vlhkost) pro rist rostlin (VSUO 1).

Pfesun genetického materialu z in vitro mutize byt:
1. Reintrodukce — vysazuje se na mista, kde druh vymizel.
2. Posileni populaci — zabranuje se jeho vyhynuti.
3. Introdukce — na uméle vytvoiené stanovisté, které splituje podminky pro dany
druh (MZP 2014).

Od Center for Plant Conservation Best Reintroduction Practice je pti reintrodukci
doporuceno fidit se podle Sesti bodii — zdivodnéni, pfiprava, zapojeni vefejnosti,
implementace, péce a monitoring. Samoziejme je dilezité, zda je vysazovani potiebné
a opravnéné. Doporucuje se vysazovani co nejvice jedinct (minimalné 50 rostlin),
odstranéni nepfiznivych faktord pro druh a dostate¢ny prostor pro riist nadzemnich i

podzemnich ¢asti (Maschinski et Albrecht 2017).

Reintrodukce neni na misté, pokud:

e Narusi ditvod ochrany Gzemi.

e Nelze dany druh mnozit, nebo neni k dispozici vhodné stanoviste.

e Neni k dispozici vysoce kvalitni material.

e Dany druh (popfipad¢ jeho management) miZe ohrozit ostatni druhy v lokalité.
Muaze dojit k hybridizaci nebo k invazi, reintrodukovany druh by mohl
poskodit ohrozené druhy, nebo je v rozporu s jejich managementem.

e Reintrodukce neni pravné, administrativné, ani socialné¢ podporovana.

(Maschinski et Albrecht 2017).

K ispé&sné reintrodukci dochazi napt. v pekingské botanické zahradé v Cing, kde jsou
péstovany sazenice stfevicnika velkokvétého (Cypripedium macranthos), a to

symbiotickou i asymbiotickou formou (Seaton et al. 2010).

Zamérem reintrodukce je vytvofit sob&stacné populace, coz je velice naro¢ny proces,
ktery miize trvat i desetileti. Musi byt zvazeny dlouhodobé disledky, véetné nakladi

(Maschinski et Albrecht 2017).
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5.2 Postup a potirebné vybaveni

K produkci in vitro rostlin je potieba mit vhodné vybavenou laboratof. Seznam

piistroji a materialt, které doporucuje Figura et Ponert (2017):

Ptistroje:
e Ph metr.
e Autoklav.
e Pipety.
e MikrovInna trouba.
e Flow box (laminarni box).
e Kultiva¢ni mistnost s osvétlenim a stalou teplotou.
e (Chladnicka.
Material:
e Petriho misky.
e Parafilm.
e Plastové jednorazové injekeni stiikacky.
e Nylonova sit’ Uhelon.
e Chlorové vépno.
e Destilovana voda.
e Autoklav.
e Uzaviratelné nadoby.
e Filtra¢ni papir.
e Filtracni nalevka.
e Smacedlo Tween20.
e Kyselina sirova.
o C(isty lih.
e Pinzety.
e NiZzky.
e Kahan.

e Bézné laboratorni nadobi.
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Je nutné mit prostorové a technicke vybaveni. Prostor na pfipravu médii s vdhami,
magnetickou michackou, autoklavem. Prostor na o¢kovani (flow box), prostor na myti

nadob a kultiva¢ni mistnost (Hradilik 1998).

Bodovy postup podle Vosolsobé (2004) u asymbiotického vysevu:
1. Sbér semen.
2. Dezinfekce semen.
3. Piiprava a sterilizace medii.
4. Vysev semen v aseptickych podminkéach.
5

Neékolika mési¢éni kultivace in vitro.

5.3 Stavba semen a kli¢eni

Semena orchideji byvaji oznacovana jako ,,prachovad semena®, zpravidla méfi méné,
nez 1 mm. Uvnit semene je nedokonale vyvinuté bezdélozni embryo a nepatrné, nebo
velmi malé mnozstvi zivin (Priisa 2019). Embryo je jedinou zivou casti semene,
obsahuje minimalni zasobu proteint a lipidi. Semeno nema piili§ zasobnich latek a
chybi jakékoliv specializované zasobni pletivo (Ponert 2016). Pred vn&jsimi vlivy je
chranéno osemenim, které je tenkoblanné a sitnaté. Prostor mezi osemenim a

embryem je vyplnén vzduchem (Prusa 2019).

Za idedlnich podminek dochézi ke kliceni. Semeno za¢ne ptijimat vodu, zacne se
zvétSovat objem bunék, dokud embryo neprotrhne osemeni. Ze skromnych zasob zivin
dojde k hydrolyze proteinovych télisek, nasledné pak ke $tépeni lipidta. V této fazi
musi embryo navéazat symbidzu s mykorrhizni houbou, ktera je nezbytna pro vykliceni.
Houboveé hyfy se skrz osemeni dostanou piimo do bunék zivého embrya. Jsou obaleny
rostlinou membranou, takze se nedostavaji do styku s cytoplazmou rostliny. Houbové
hyfy uvnitf bun€k embrya vytvaii peletony. Mezi peletony a rostlinou membranou tak
mize dochézet k ptenosu potiebnych latek (Ponert 2016). Diky tomu embryo mutze
pokracovat ve vyvinu. Nejdiive za¢ne vyrustat protokorm — jednd se 0 zvétSujici
ovalny utvar. N&kdy je kulovity, vej¢ity, nebo jinak zdeformovany (Ponert 2016).
Déliva pletiva za¢nou vytvaiet rhizoidy. V horni ¢asti postupné vyrasta pryt nad
povrch pudy, vyviji se déloha ve tvaru dutého ouska, kde rasi prvni list. Piivodni

protokorm se pfeméni v kofenovou hlizku (Prisa 2005).
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Podminky Kkli¢ivosti

V in vitro podminkach je dulezité vytvofit vhodné prostiedi pro kliceni terestrickych
orchideji (Rasmussen 1995). Sesbirané plody se zralymi semeny by mély byt uloZeny
nejlépe Vv papirovém sacku Vv suchém prostfedi (Figura et Ponert 2017). Pii
dlouhodobém skladovani (max. jeden rok), je dobré semena uchovavat v chladu (5-14
°C) (Vosolsob¢ 2004; Figura et Ponert 2017). Semena vétSiny druht orchideji jsou
odolna vici vysychani, jsou tedy vhodna ke skladovani pii nizkych teplotach (Merritt
et al. 2014a).

Pokud se chystdme na vysev v laboratofi, mohl by nastat problém s dormanci semen.
Morfologicky se jedna o ne zcela vyvinuté embryo v dobé Sifeni semen. Kli¢eni
zapo¢ne az v Kritické velikosti embrya. Semena v obdobi dormance nepfijimaji vodu,
vné&jsi stény bunék jsou tvrdé a pokryté lipidovou kutikulou (Jevsnik et Luthar 2015).
Naru$it dormanci lze uritymi svételnymi ¢i teplotnimi rezimy, dlouhodobym
smacenim, stratifikaci (chemické naruSeni osemeni, skarifikace), popiipadé

chemickymi signaly od mykorizni houby (Rasmussen 1995).

Faze klicivosti (Obr. 5)

0 — nekli¢ici semeno

1 — nabobtnané semeno (=klic¢ici)

2 — zvétsené embryo, prasknuté osemeni

3 —vznikaji protomeristémy

4 - prodlouzeni protomeristému, vznik praveho listu
5 — prodlouzeni prvniho listu

6 — ndznak druhého listu
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Obrazek 5: Faze klicivosti (Stewart et Zettler 2002)

(Kauth et al. 2008 ex Stenberg and Kane 1998, Stewart and Zettler 2002)

5.4 Sterilizace a stratifikace

Prvnim krokem k tspésné kultivaci je zajisténi sterility po cely priabéh kultivace. Je
nezbytné sterilizovat veskeré laboratorni nac¢ini a material véetné€ semen (Kovac 1992).
Je potieba vzit na védomi, Ze na rostlinach zije velké mnozstvi mikroorganismtl, a to
nejen na povrchu. Pokud semena neprojdou chemickou sterilizaci, tyto

mikroorganismy zpusobi kontaminaci celého pokusu (Hradilik 2005).

Bézné se dezinfekce semen provadi michanim dezinfekéniho roztoku se semeny
(Jevsnik et Luthar 2015). Roztoky, které se pouZzivaji nesmi narusit rostlinny material
a musi nicit plisné a bakterie (Kova¢ 1992). Dezinfekci semen a stratifikaci miizeme
spojit v jeden krok (Malmgren 1996). Pouziva se chlornan vapenaty a chlornan sodny
(alternativné peroxid vodiku) (Vejsadova 2006). Pomoci téchto latek se odplavi
endogenni inhibitor kli¢ivosti (kyselina abscisovd), uvolni se suberinova bariera
embrya a poté se narusi povrch semene a to nasledné¢ muze zadit pfijimat vodu

(Rasmussen 1995).
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Vejsadova (2006) ve své studii aplikovala dvé steriliza¢ni latky 7,2 % Ca(OCl)2 a 0,5
% NaOC]l samostatné, nebo s pfidanim etanolu (70 %). Chloran vapenaty vyznamné
stimuloval tvorbu protokormli u vSech druhd. Chloran sodny embrya poskodil a
kli¢ivost byla vyznamné nizsi. Ponert et al. (2011) dosahovali negativnich vysledkt
pii pouziti chloranu sodného u prstnatce Fuchsova (Dactylorhiza fuchsii) a prstnatce
majového (Dactylorhiza majalis). Ale u vstavace kukacky (Anacamptis morio) se
osvédcilo pouziti chloranu sodného. Pti aplikaci po dobu 15 minut dosahli 75+16 %

vykli¢enych semen.

Samotnou sterilizaci predchazi piedoSetieni, vétsinou 70% etanolem, ktery odstrani
Cast ochranného vosku z povrchu semene. Delsi aplikace etanolem miiZze semena
poskodit az zabit. U vstavace kukacky (Anacamptis morio) se prokéazaly 2 minuty jako
optimalni (Ponert et al. 2011).

Po ptedosetieni nasleduje oplach destilovanou vodou. Po téchto krocich nasleduje
sterilizace (dezinfekce) a stratifikace. Mensi mnozstvi semen a roztok 2,5-5%
chlornanu se nasaje do injekéni stiikacky. Doba puisobeni chemického roztoku se 1isi
druh od druhu. Idealné¢ se ¢eka, dokud se hnédé semeno nezbarvi do barvy
»slonovinové kosti““. Roztoky by se mély ptipravit tésné€ pred pouzitim, také je vhodné
roztok béhem procesu parkrat vymeénit. Aby semena neunikla, vlozi se mezi roztok a

jehlu nylonova latka (Ponert et al. 2011).

Existuji rizné postupy povrchoveé sterilizace (dezinfekce). Duli¢ et al. (2019) pouzil
7% chloran vapenaty s ptidanim 0,1 % Tween® 20, semena byla dale tiikrat
oplachnuta destilovanou vodou a poté sterilizovdna v digestofi s laminarnim
proudénim se 70% ethanolem po dobu dvou minut. Kauth et al. (2006) popisuje
povrchovou sterilizaci semen v 0,33% chloranu sodném a 5% ethanolu. Nasledné byla
semena tfikrat oplachnuta ve sterilni destilované a deionizované vodé vzdy po dobu
dvou minut. Semena klicila na riznych mediich s rozdilnou fotoperiodou. S nejlepsim
vysledkem 45 % vykli¢enych semen na mediu Knudson C za uplné tmy. Stewart et
Kane (2006) také pouzili kombinaci chloranu sodného (6 %) a ethanolu (100 %).
Pouziva se i tzv. studena stratifikace (uloZeni semen do chladu na nékolik tydnu), kterd
se pouziva prevazné u obtizné klicicich rodu, jako stfevic¢nik (Cypripedium), krustik
(Epipactis) a prstnatec (Dactylorhiza) (Rasmussen 1995).
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5.5 SlozZeni zivhych médii

vvvvvv

orchideji mirného pasu (Jevsnik et Luthar 2015). Zakladem kultiva¢nich médii je voda,
anorganické a organické latky. U asymbiotického vysevu je vhodné pouzit komplexni
organické slouceniny s obsahem vitamind, aminokyselin a rastovych regulatora

(Rasmussen 1995).

Rostlinné druhy maji velmi odlisné pozadavky na mnozeni v podminkach in vitro,
z toho davodu existuje Siroké mnozstvi kultivacnich médii s odlisnym slozenim
(Sarasan et al. 2006). BM média a jeho dalsi varianty napi. BM-1 (Dowling et Jusaitis
2012 ex van Waes et Debergh, 1986). Médium Vacin a Went, Knudsonovo C medium,
Malmgrenovo medium pro orchideje a mnoho dalsich (Kauth et al. 2008 ex Vacin et
Went 1949, Knudson 1946, Malmgren 1996).

Ve studii Dowling et Jusaitis (2012) bylo pouzito 6 kultiva¢nich medii (BM-1,
Malmgren, 12MS Pa$5, P723, W3) pii asymbiotickém kli¢eni semen 4 australskych,
suchozemskych druhti orchideji. Semena vSech druht vykli¢ila na kazdém mediu.

Procento kli¢ivosti a dal$i vyvoj se druhové lisil.

Nejlépe vtomto experimentu dopadlo medium BM-1, konzistentné podporovalo
kli¢eni 1 dalsi vyvoj protokormli u vSech zkoumanych orchideji. Stejné dobfe si u
jednotlivych druhti vedla media P723, Malmgren a W3, ale nevykazovala stejnou

konzistenci u v$ech druhu.

Prehled kli¢ivosti:

1. Pterostylis nutans— BM-1 (90,7 %), P723 (91,2 %) a Malmgren (85 %).

2. Microtis arenaria — BM-1 (99,2 %), Malmgren (95,6 %), 12MS (97,5 %) a
Pa5 (97,5 %)

3. Thelymitra pauciflora — BM-1 (60,9 %), 12MS (49 %) a Pa5 (54,1 %).

4. Prasophyllum pruinosum — BM-1 (73 %), Malmgren (64,6 %), 122 MS (57,6
%), Pa5 (62,1 %), P723 (65,5 %).
(Dowling et Jusaitis 2012)
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5.5.1 Anorganické latky

Mezi anorganicke latky fadime makroelementy (dusik, fosfor, vapnik, draslik, hot¢ik,
sira) a mikroelementy (zelezo, mangan, zinek, bor, méd’, molybden) (Kova¢ 1992).
Piehled pouzitych latek v médiich pro kliceni semen orchideji a jejich koncentraci je

znizornéno v tabulkach 1 a 2.

Tabulka 1: Prrehled makroelementii v komercnich médiich

Makroelementy KC MM P723 1/2MS VW BM-1
(mM)

Amonium 13,82 - 5,15 10.31 7,57 -
Vapnik 2,12 0.24 0,75 1,50 1,93 -
Chlor 3,35 - 1.50 1,50 - 0.0021
Hor¢ik 1.01 0,81 0,62 0,75 1,01 0.83
Dusi¢nan 10.49 - 9,85 19,70 5,19 -
Draslik 5.19 0,55 5,01 10,02 7,03 2.20
Fosfat 1.84 0,71 0,31 0,63 3,13 2.20
Siran 4,91 0,92 0,71 0,86 4,92 1.10
Sodik - 0.20 0,10 1,51 0,20 0.20

(Kauth et al. 2008; Dutra et al. 2008)

Tabulka 2: Prrehled mikroelementii v komercénich médiich

Mikroelementy KC MM P723 1/2MS VW BM-1
uM)

Bor - - 30 50 - 161,7
Kobalt - - 0,03 0,11 - 0,105
Méd - - 0,03 0,10 - 0,10
Zelezo 90 100 50 50 100 100,2
Jod - - 1,20 2,50 - -
Mangan 30 10 30 37,90 30 1479
Molybden - - 26 0,52 - 1,03
Zinek - - 9.20 30,00 - 34,8

(Kauth et al. 2008; Dutra et al 2008)
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Dusik je potfeba pro tvorbu vegetacnich organi. V médiich se vyskytuje ve formé
nitratové a amonnych soli. Néktera média obsahuji anorganicky dusik, napiiklad smés
Knudson C (1949) a Vacin a Went (1949) (Kauth et al. 2008). Muze byt dodavan jako
dusi¢nan draselny, nebo dusi¢énan amonny, v koncetraci 25-60 mM (Kova¢ 1992).
Nebo mohou obsahovat organickou formu dusiku. Do médii se dostava napiiklad
pomoci aminokyselin. Koncentrace v médiu by se méla pohybovat kolem 25-40 mM
u nitratu, u amonia kolem 2-20 mM (Kovac 1992). Vyzkumnici se domnivaji, ze dusik
ve form¢ aminokyselin je pro semena, ¢i protokormy snadnéji dostupny nez v ptipadé

anorganického dusiku (Kauth et al. 2008).

Organicky dusik obsahuje napiiklad BM medium (Dowling et Jusaitis 2012 ex van
Waes & Debergh, 1986b), nebo P723. Zdroj dusiku v P723 je pepton. Ve studii Kauth
et al. (2008) prokézali, ze kli¢eni semen stéevicnikovee vyznaéného (Paphiopedilum

insigne) a P. hirsutissimum za pouziti média s peptonem stouplo cca o 30 %.

Stewart et Kane (2006) zaznamenali pozitivni vysledky kliceni a vyvoj nasledny
rozvoj Habenaria macroceratitis na mediu Malmgren s nizkym obsahem minerélnich
soli s glycinem jako jedinym zdrojem dusiku. Dutra et al. (2008) u Bletia purpurea
pouzili média s organickym dusikem, anorganickym i kombinaci obou. Neprokézal se

vyznamny vliv na kli¢eni.

Pii asymbiotickém vysevu za pouziti smési Knudson C (1949) Kauth et al. (2006)
pozorovali vysokou kli¢ivost Encyclia boothiana var. erythronioides a Calopogon
tuberosus. Tento pozitivni vysledek je pfipisovan vysokému obsahu amonia, které
semena mohou vyuzit béhem kli¢eni 1 vyvoje. Piesto, ze zde byl vysledek pozitivni u
jinych suchozemskych druhti miize zptisobit amonium inhibici. Naptiklad Dijk et Eck
(1995) zpozorovali omezené kliceni prstnatce pletového (Dactylorhiza incarnata)

nejspiSe kvili pfitomnosti amonia.

Duli¢ et al. (2019) ve studii pouzili na druhy Svihlik krutiklas (Spiranthes spiralis (L.))
a jazycek vychodni (Himantoglossum jankae) dvé média s odlisnou formou dusiku.
Vysledky ukazaly, ze médium Malmgren s dusikem ve formé aminokyselin (glycin,
hydrolyzéat kasein) doplnéné o pepton a kokosovou vodu poskytlo nejptiznivejsi
podminky pro asymbiotické klieni a dalsi vyvoj jazycka vychodniho (H. jankae).

Tento druh nebyl schopny vykli¢it na mediu Knudson C s obsahem anorganickeho
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dusiku ani v ptipadé dodani organickych dopliki. Mizeme tedy piedpokladat, ze u
jazyCka vychodniho (H. jankae) zptsobuje anorganickd forma dusiku inhibici
asymbiotického kli¢eni. Neni to vSak pravidlem, na svihlik krutiklas (S. spiralis)
pusobilo medium Knudson C s anorganickou formou dusiku kladng, druh kli¢il

rychleji, coz je nejspis zplisobeno vysokym pomérem amonia k dusi¢naniim.

Pokud ma rostlina nedostatek dusiku je zakrsla, pred¢asné kvete a starne. Stonek je

slaby a rist listt zpomaleny (Kincl et Krpes 2000).

Fosfor v rostlinach se nachazi v nukleotidech bun&tného jadra, cytoplazmé a
bunéénych strukturach. Hlavni funkce spociva v pfenosu energie (Kovac 1991). Déli
a vytvari déliva pletiva, pii nedostatku fosforu se zpomaluje rust novych bunék (Kincl
et Krpes 2000). Rostlinou je ptijiman jako ortofosfatovy aniont, vstupuje jako H2PO4
nebo HPO4>~ (Kovac 1991).

Vapnik pomaha zpeviiovat bunééné stény, reguluje hydrataci, neutralizuje kyselinu
St'avelovou, podili se na katalytickych procesech v buiikach. Pii nedostatku se celkovy

rust rostliny viditeln¢€ zpomaluje, az nakonec uhyne (Kincl et Krpes 2000).

Draslik aktivuje enzymy a pomahé s hydrataci bunék. Pti nedostatku odumiraji listy,
ptiznakem je okrajova nekroza cepeli listi. Kofenovy systém je malo odolny proti

hnilob¢ (Kincl et Krpes 2000).

Sira se hromadi v listech a semenech (Kincl et Krpes, 2000). Je rostlinou pfijimana

Z mineralnich slou¢enin ve form& SO%4. (Kovac¢ 1991).

Sacharidy jsou zdrojem energie, kli¢ici semena orchideji je ziskavaji na pfirozenych
stanovistich z embrya a mykorrhiznich hub (Rasmussen 1995). V asymbiotickém
VYSevu se pouzivaji rozpustné sacharidy, které semeno muze piimo vstiebat.

Koncentrace v zivném mediu by méla byt kolem 2-3 % (Kovac¢ 1992).

Sachardza se nejéastdji pouziva jako zdroj uhliku a energie. Casto se také pouziva
glukéza ¢i fruktoza (Kova¢ 1992). Ponert et al (2011) u prstnatce majového
(Dactylorhiza majalis) pozorovali velmi dobry rust na mediu s kombinaci glukozy a

fruktdzy a na mediich s obsahem sacharozy.
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Pouziva se i laktoza, galaktoza, rafindza, maltoza a Skrob (Kova¢ 1992). Podle Kovace
(1992) jsou tyto zdroje méné efektni oproti sachar6ze a glukdze. Ruzné formy
sacharidu testoval Bozdemir et al (2018) ve své studii o rudohlavku svatém (Orchis
sancta L.), kdy pridali do kultiva¢nich medii galaktozu, glukdzu, maltdzu, fruktézu a
sacharozu v mnozstvi 20, 40, 60, 80 a 100 g/l. Nejvyssi pramérna 77,85 % kli¢ivost
vysla s maltézou 40 g/l, nejnizsi s galaktézou 100 g/l 44,36 %.

Z vitamind se nejbéznéji v mediich nachazi skupina vitamini B. Hlavné thiamin,
proxiodoxin a niacin. Thiamin je nepostradatelny pro rast tkanovych kultur objevuje

se tak ve vétsiné mediich (Kovac 1992).

Nékdy se pouzivaji v mediich i dalsi vitaminy jako biotin, kyselina listové, kyselina

askorbova, kyselina pantotenova, riboflavin (Kovac 1992).
Fytohormony funguji jako rtstové regulatory a zaroven kontroluji vyvoj rostliny.

Nejcastéji se do media pridavaji cytokininy, ¢asto podporuji bunécné déleni i podporu
adventnich pupent, a auxiny, stimuluji prodluZzovaci rst bunék, rostlinnych organt a
kofent (Rasmussen 1995). V médiich se muze nachazet synteticky kinetin (KIN) a
benzyladenin (BA). Z piirozené vyskytujicich se zeatin, nebo isopentenyladenin (2iP).
synteticka kyselina 1-naftyloctova (NAA), kyselina indol-3-méaselna (IBA), kyselina
2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D) (Kovaé 1992).

Miyoshi a Mii (1995) u druhu Calanthe discolor nezaznamenali vyznamné zlepSeni ¢i
zhorSeni kliCivosti za pfitomnosti riznych koncentraci BA, NAA a ethephonu. K
mirnému zlepSeni doslo u vyvoje protokormil za piitomnosti vysSich koncentraci NAA
a ethephonu. U Calathe tricarinata stimulovalo kliceni NAA i BA, ale BA se ukazalo
jako ucinngjsi (Godo et al. 2010).

V mediich ma niz$i koncentrace cytokinint lepsi vliv na klieni nez vy$s$i koncentrace
(Kauth et al. 2008). Vejsadova (2009) uvadi, ze u ohroZzeného vemenika dvoulistého
(Platanthera bifolia) se osvédcila aplikace kinetinu (KIN). Za pfitomnosti auxint
(NAA a TAA) byl zjistén ristové-stimulacni vliv. Pozitivni vysledek zaznamenali i

Stewart et Kane (2006) u kliceni Habenaria macroceratiti, niz$i koncentrace (1 pM)
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kinetinu a zeatinu zvysila procento kli¢ivosti oproti vyssi koncentraci (3 a 10 pM)

zeatinu, kinetinu, 2-iP, BA.

Zpeviujici latky ukotvuji semena v mediu. Nejcastéji se vyuziva agar, ktery mé
zelirovaci schopnosti. Stava se tekutinou pii teploté nad 45 °C a pii ochlazeni tuhne.

Vytvoteny gel je tedy stabilni pfi teploté pouzivané ke kultivaci (Kovac¢ 1992).

Lze pouzit ke zpevnéni media také akaridzu, Phytagel a Gerlit. Phytagel i Gerlit jsou

rychleschnouci a vytvaii velmi ¢iry gel (Kovac 1992).

Do media muze byt piidano aktivni uhli, které dokaze adsorbovat toxicke latky, které
inhibuji rast. Zaroven miize navazat i ristové regulatory. To miize negativné ovlivnit
vysledky vysevu. Mize navazat BA, NAA, kinetin, TAA nebo 2iP (Kova¢ 1992).
Koene et al. (2019) Acianthera prolifera doplnil media o aktivni uhli, ktera nasledné

vykazovaly lepsi vysledky kli¢ivosti semen nez bez aktivniho uhli.

Do medii Ize pro podporu rustu rostlinnych pletiv pfidat i dalsi organické latky,
nejcastéji se pouziva protein (kasein) hydrolyzat a kokosové mléko (Kovac 1992).

5.5.2 Abiotické faktory

Teplota se u kli¢eni dlouho nepovazovala za dilezitou a byla vybiranad nahodné.
Baskin et al. (2006) doporucovali stéidani teplot stejné jako je tomu v piirozeném
prostiedi. Ponert et al (2011) uvedli, Ze péstovani orchideji pti doporucené teploté 25
°C nevedlo k tspéchu. Z toho dtvodu pracovali s niz§imi teplotami okolo 17 °C.
Horsich vysledku pii teploté kultivace 25 °C dosahli ve své studii i Godo et al. (2010)
u Calanthe tricarinata, klic¢ivost dosahovala pouze 28 %. Jako optimalni se ukazala
kultivacni teplota 20 °C, pii které kli¢ivost dosahla az 60 %. Teploty, které semenu
daného druhu nevyhovuji (pfili§ vysoké ¢i nizké), mohou zplisobit dormanci, takze

semeno nevykli¢i (Rasmussen, 1995).

Reakce druhti na fotoperiodu se lisi. Je vSeobecny nazor, ze ke kliceni epifytické

druhy potiebuji svétlo, zatimco suchozemské druhy potiebuji tmu (Kauth et al. 2008).

Kauth et al. (2008) zminuje vysledky studie od van Waes a Debergh (1986) kde zjistili,

Ze i zvySeni svétla na 1,2 pmol.m?2s?t z Gplné tmy snizilo kli¢ivost u nékolika
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suchozemskych orchideji. Ptesto je dulezité fotoperiodu druhové specifikovat a zjistit

podminky ve kterych se dany druh piirozené nachazi (Kauth et al. 2008).

Duli¢ et al. (2019) pozorovali silnou druhovou specifikaci na osvétleni. Kultivace
druhu jazyc¢ek vychodni (Himantoglossum jankae) v uplné tmé méla pozitivni vliv na
tvorbu vyhonkd, rhizoida a dal$i vyvoj. Na druhou stranu rezim 16/8 S/T vice
vyhovoval vyvoji druhu $vihlik krutiklas (Spiranthes spiralis L.). Druh vykli¢il i za
uplné tmy, ale zminény svételny rezim zpusobil rychlejsi kli¢eni. To je nejspis d&no
tim, Ze druh v pfirozeném prostiedi roste v nezastinénych podminkach (Jacquemyn et

Hutching 2010).

Hodnota pH by se méla pohybovat v rozmezi 5,0-6,5 (Kovac 1992). Pro Cypripedium
macranthos bylo nejvyhodné&jsi pH 5.5-5.6, nez rozmezi pH 4.9-5.5, nebo 6.1-7.7.
(Zeng et al 2013). Hodnoty se upravuji hydroxidem draselnym, popiipadé kyselinou
chlorovodikovou (Kova¢ 1992). Kauth et al. (2006) pouzil hydroxid draselny na
Upravu pH pted ptidanim zpeviujici latky. Hodnotu upravil na 5,7 u druhu Calopogon

tuberosus.

5.6 Priprava média

Zékladem je zajisténi sterility po celou dobu kultivace. Kromé semen je nutné
sterilizovat veSkeré sklenéné i kovové nastroje. Vodu je nutné pouzivat

demineralizovanou. Nelze pouzit vodovodni vodu (Kovac 1992).

Pii pouzivani komercnich médii sta¢i navazit médium. Smichat potiebné mnozstvi
s vodou, média by méla byt 10x-100x koncentrovana. Mohou byt dodany i dalsi
komponenty (napt. reguléatory rustu, zpeviujici latky) (Kovac 1992). Zpeviujici latka
agar se musi nechat rozvafit spolu s destilovanou vodou. Po smichani vSech
potiecbnych latek se upravi pH (Hradilik 1998). Hotovy roztok by mél byt
Vv kultiva¢nich banikach oznacené napisem s datem a informacemi o obsahu (Hradilik
1998, Kovac 1992).

Nasledn¢ by méla prob&hnout sterilizace médii, probiha horkou parou za zvyseného

tlaku v autoklavu. Délka autoklavovani se odviji od objemu namichaného média
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(Kovae¢ 1992). Dokud se médium nepouzije, m¢lo by byt uloZené na chladném a

temném misté (Hradilik 1998).

Ockovani by mélo probihat ve flow boxu (laminarni box). Box je vybaven filtry, které
sterilizuji vzduch. Pied ¢innosti je vhodné si umyt ruce mydlem a dezinfekénim
roztokem (Kova¢ 1992). V boxu by mélo byt minimum véci, aby nebranily proudéni
vzduchu. Petriho misky s médiem, do kterych se o¢kuji semena, by mély byt oteviené

jen na nutnou dobu (Kovac 1992).
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6 Metodika

Asymbioticky vysev semen vstavate kukacky (Anacamptis morio) probihal v roce
2020 v In vitro laboratoii FLD CZU na Trubech u Kostelce nad Cernymi lesy.
Laboratot poskytovala veskeré potfebné¢ vybaveni a kultivatni podminky. Prvni

vysevy se uskute¢nily v srpnu zminéného roku.

Vysev semen vstavace kukacky byl sougasti projektu IGA FLD CZU, kdy se vysévalo
vice druhti orchideji, napf. vstava¢ nachovy (Orchis purpurea) a Svihlik krutiklas
(Spiranthes spiralis) Postup kultivace se odviji od zminéného projektu, konzultace

s vedoucim prace a literarni reSerse.

6.1 Sbér a skladovani semen

Zralé plody vstavace kukalky (Anacamptis morio) pochézely z oblasti Sumavy
Z lokality NPP Pastvisté u Finti. Tobolky byly sbirany v ¢ervnu v roce 2020, nasledné
skladovéany v laboratofi v papirovych saccich pii pokojové teploté po dobu dvou

tydnl. Nasledné do vysevu byly skladovany v chladnicce pii teploté 4 °C.
6.2 Rozdilné fitness

Spravny postup kultivace neni jedinym rozhodujicim faktorem o uspéchu pii kliceni.
U metody in vitro, jak uz bylo zminéno, lze posuzovat zivotaschopnost populace a
studovat dany druh mnohem detailnéji. Je n¢kolik faktort, které ovliviiuji budoucnost

populace daného druhu. Jednim z nich je charakteristika jedinct.

Ve studii bylo pouzito 10 rostlin s rozdilnou vySkou, poctem kvétl a poctem tobolek

(Tab &. 3).
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Tabulka 3: Fitness jedincii

Fitness (podle .
Cislo jedince Vyska rostliny (cm) Pocet kvéta Pocet tobolek
vysky)
7 19,5 12 6
1 9 22,5 8 4
(od 15 cm)
10 16 8 1
3 12 8 6
2 4 14,5 6 5
(od 12 do 14,5 5 1315 6 3
cm)
8 12,5 11 5
2 11,5 7 2
3 6 10 6 2
(do 11,5 cm)

1 11 5 2

6.3 Sterilizace a stratifikace semen

Plody byly vyjmuty v srpnu roku 2020 z papirovych sackt. Roziiznuty skalpelem a
z tobolky byly opatrné vytfepana vSechna semena (viz. ptilohy — obr. 7). Semena
z jedné tobolky byla vlozena do plastové, injekéni stiikacky (5 ml). Mezi usti stiikacky
a jehlu (1,2) byl vlozen filtr (0,042 mm), aby semena neunikla (viz. ptilohy — obr. 8 a
9).

Nejdiive bylo aplikovano ptedoSetfeni. Postup probihal podle vyzkumu, ktery
provadél Ponert et al (2011) u vstavaée kukacky (Anacamptis morio). Pomoci chloranu

sodného dosahovali u vstavace kukacky vysokého procenta vyklicenych semen.

1. K semeniim byl nasat 70 % lih po dobu 2 minut.

2. Po uplynulé dobé byla semena 3x proplachnuta sterilni destilovanou vodou ve
stejné injek¢ni stiikacce.

3. Naésledovala stratifikace ve 20% Savu, které obsahuje chloran sodny.
Stratifikace trvala 8 minut. Savo bylo zfedéné s destilovanou vodou. Po

sterilizaci a stratifikaci semena dosahla poZadované barvy slonovinové kosti.
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4. Nasledné byla semena proplachnuta 3x sterilni destilovanou vodou. Pro pifimé
vyseti semen byla do injek¢ni stiikacky nasata (4 nasati) sterilni destilovana

voda.
6.4 Priprava médii

Ke kultivaci byly zvoleny tfi typy médii (Tab. ¢. 4).

Tabulka 4: Slozeni médii

Piehled

Médium 4 BM-1

Médium 5 BM-1+kinetin (1 mg.I%)

Médium 6 BM-1+¢erné uhli (0,5 g.17%)
Postup ptipravy médii:

1. Zakladem pro vSechna média bylo komeréni médium BM-1 (van Waes a
Debergh 1986) od HiMedia Laboratories, Indie. Na jedno médium o kone¢ném
objemu 0,4 1 bylo navazeno 8,476 g smési BM-1. Pfidano 0,4 g MES
(Duchefa) a 0,2 | vody. Vse bylo umisténo do autoklavovatelné ldhve o
objemu 0,5 | (Duran).

2. Prvni médium (&. 4) bylo sloZzeno pouze ze zakladnich latek, které jsou
jmenovéany vySe. Do druhého média (€. 5) byl pfidan cytokinin kinetin
(Sigma-Aldrich) v mnozstvi 1 mg.I"t. Na 0,4 1 Zivného roztoku byly pomoci
pipety piidany 4 ml zasobniho roztoku kinetinu (zasobni roztok kinetinu
obsahoval 1mg kinetinu na 10 ml demineralizované vody). K tfetimu médiu
(€. 6) bylo ptidano 0,2 g cerného uhli (Sigma-Aldrich) na 0,4 1 Zivného roztoku
(0,5g.I").

3. Objem v lahvi byl doplnén na 0,4 1 demineralizovanou vodou

4. K dukladnému rozpusténi latek bylo pouzito magnetické michadlo. V nadob¢
bylo naméteno pH, pH metrem. Pomoci 1M roztoku hydroxidu draselného
(KOH) a 1M roztoku kyseliny chlorovodikové (HCI) se hodnota upravila na
hodnotu 5,5-5,6.

5. Jako zpeviujici latka byl zvolen Gerlit (Sigma-Aldrich), kdy byl ptidan

vV mnozstvi 2 g na 0,4 1 Zivného média.
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6. Lahve s zivnymi médii byly popsany, aby bylo ziejmé, co nadoba obsahuje.
Vsechna média (viz. ptilohy - obr. 10) byla vloZena s pootevienymi vicky do
autoklavu ke sterilizaci. Sterilizace probihala pii 121°C po dobu 15 minut.

7. Po zchladnuti médii na cca 40 °C a po sterilizaci byly lahve vyndany do
zapnutého flow boxu (zapnuty minimalné 15 minut pfed samotnou praci) (viz.
ptilohy — obr. 6). Do flow boxu se umistily sterilni plastové Petriho misky
(pramér 9 c¢cm) v plastovém obalu. Obal byl roztrzen a Petriho misky z obalu
vyndany a polozeny na pracovni plochu flow boxu. Postupné z lahve bylo
rozlévano potfebné mnozstvi (15 ml) zivného média do jednotlivych Petriho
misek (viz. ptilohy — obr. 11). Ve flow boxu zGstaly uzaviené Petriho misky
s zivnym médiem az do doby, neZ médium ztuhlo (2-3 hodiny). Pote byly
misky ulozeny do mikrotenovych sackll, uzavieny a ulozeny v temnu pii

pokojové teploté do dalSiho pouziti.
6.5 Vysevy semen

Vysev semen probihal ve flow boxu. Zhruba 15 minut pied praci se flow box zapnul a
pracovni deska byla oSetiena 70% lihem. Tim se snizila pravdépodobnost

kontaminace.

1. Injekéni stiikacka se semeny (semena po sterilizaci a stratifikaci) a sterilni
demineralizovanou vodou byla umisténa do flow boxu. Nylonova tkanina,
ktera branila iniku semen byla odstranéna, aby méla semena volny prachod.
Pivodni jehla 1,2 mm byla nahrazena vétsi jehlou 1,6 mm, pro lepsi
vyprazdnéni obsahu stiikacky.

2. Do prostoru flow boxu byly umistény Petriho misky s zivnym médiem.

3. Semena z kazd¢ rostliny v injek¢ni stiikacce byla vyseta na kazdé ze tii médii
ve dvou opakovanich (viz. piilohy — obr. 12). Dohromady tedy 60 ks
naoCkovanych Petriho misek (10 rostlin x 3 zivnd média x 2 opakovani = 60
ks Petriho misek).

4. Aby nedoslo k sekundarni infekci pti kultivaci, byly Petriho misky zalepeny
po celém obvodu prouzkem folie Parafilm M (Brand).

5. Kazdé vicko Petriho misky bylo popsano — nazev rostliny, ¢islo zivného média
a datum vysevu. Takto pfipravené Petriho misky byly ulozeny v kultivacnim

boxu
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6.6 Kultivace — podminky a pozorovani

Kultivace vysetych semen v Petriho miskdch probihala v kultiva¢nich boxech
(Inkubator Q-Cell 200/40, Pol-Lab, Polsko) ve tmé a pfi teploté 20+0,4°C (viz. ptilohy
— obr. 14). V pravidelnych intervalech (14 dni) byly kultury kontrolovany, zda se
nevyskytuje v Petriho miskach kontaminace semen. Také byl sledovan stav semen,

zda jiz neklici.

U vétSiny jedinct nastalo kliceni po 12-14tydnech po naseti semen na Petriho misky.
Misky s nakli¢enymi semeny byly umistény pod binolupu (Olympus SZ40) a pocitany
jednotlivd semena — nevykli¢ena (Zivotaschopna a neZivotaschopna) a vykli¢ena
s protokormem (viz. pfilohy — obr. 13.). Vzdy se pocitalo do 100 ks semen po tfech
opakovanich na jednu Petriho misku (tzn. celkem 300 ks semen na jednu Periho misku
s vysetymi semeny, na 600 ks semen na jednu variantu média a jedince, 1800 ks semen
na 3 varianty média a 1 jedince a 18 000 ks semen celkové za vSechny média s

opakovanim a 10 jedincti).

Semana V papirovych saccich pfed vysevem na zivna média —byla umisténa pod
binolupu (Olympus SZ40) na filtracni papir a postupné byla poc¢itana semena normalni
(zivotaschopnd, pln€ vyvinutd) a abnormalni (neZivotaschopnd, nevyvinutd) do 100ks

na jedno pozorovani. Na jednoho jedince byla semena pocitana 4x.

6.7 Statistika

e Vliv sloZeni médii na Kkli¢eni.
K porovnani uspésnosti médii byla pouzita analyza rozptylu (ANOVA) a byla
vyhodnocena na 5% hladiné vyznamnosti. U statisticky vyznamnych rozdila byl
aplikovan Tuckeyho post hoc test (opét vyhodnocen na 5% hladiné vyznamnosti),
ktery zjistoval mezi jakymi médii se pocet protokorm lisi. Cela tabulka viz. piilohy

—tab. 12.
Metoda analyzy rozptylu (ANOVA) (vyhodnocen na 5% hladiné vyznamnosti) a

Tuckeyho post hoc test (vyhodnocen na 5% hladiné vyznamnosti) byl aplikovan i na

celkové porovnani médii v poétu protokormui u vSech rostlin dohromady. Cela tabulka
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viz. ptilohy — tab. 13. Konkrétni pocty protokormtt a ANOVA pro kazdou rostlinu viz.
ptilohy — tabulky 14. az 33.

e Vliv fitness na kli¢eni.
Vliv fitness nebyl hodnocen Zzadnou statistickou metodou. Vysledky vyplyvaji
z tabulek, grafii a procentudlni UspéSnosti. Pro ovétfeni byla vytvofena korelacni
matice, kterd vyjadiuje vztah mezi primérnym poctem protokormil, vyskou, poctem

kvéta a poctem tobolek.
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7 Vysledky

7.1 Vliv slozeni médii na kli¢eni

Vliv slozeni média na pocet vytvoienych protokormti zobrazuje tabulka ¢. 5. V prvnim
sloupci médium 4 s médiem 5, ve druhém médium 4 s médiem 6 a ve tietim médium
5s mediem 6. U vétSiny rostlin se vyznamné (signifikantn€) méni pocet vytvoienych
protokormti podle média (p-hodnoty <0,05).

Tabulka 5: Porovndni jedinci na médiich.

p-hodnota Tuckey post hoc test

Cislo jedince Média 4-5 Média 4-6 Média 5-6
1 0,326 0,000 0,000
2 0,010 0,001 0,000
3 0,027 0,400 0,283
4 0,034 0,000 0,000
5 0,000 0,507 0,000
6 0,008 0,000 0,000
7 0,000 0,000 0,024
8 0,044 0,000 0,000
9 0,013 0,001 0,312
10 0,002 0,000 0,000

U porovnani médii 4-5 se pocet vyklicenych semen nelisi pouze u rostliny ¢. 1. U

médii 4-6 u rostlin ¢. 3 a 5. A u médii 5-6 se nelisi pouze u rostliny ¢. 3 a 9.

Nejvice semen vyklicilo U rostliny ¢. 6 a to 71 %. Nejvice semen vykli¢ilo na médiu
s aktivnim uhlim (85 %), nasledné médium bez ptidanych latek ¢. 4 (68 %) a nejméné
vykli¢ilo semen na médiu ¢. 5 s pridavkem kinetinu (59 %) (Graf 1). Obrazky
vykli¢enych protokormi na médiich viz. ptilohy - obr. 15. (protokormy na médiu BM-
1), obr. 16. (protokormy na médiu BM-1 s kinetinem) a obr. 17. (protokormy na mediu
BM-1 s aktivnim uhlim).
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Simple Boxplot of poéet protokorma ze 100 semen by éislo média
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Graf 1: Rostlina ¢. 6 — viiv média na pocet vytvorenych protokorm, a= médium ¢. 6 - 85 %, b=medium
¢. 4—68 %, c=médium ¢. 5 — 59 % (p-hodnota < 0,05 u vSech médii)

Podobné jako u rostliny ¢. 6 velky pocet protokormu vyklicil u rostlin €. 2 (54 %) (Graf
€. 2), ¢. 4 (65 %) (Graf ¢. 3) a .5 (57 %) (Graf ¢. 4). U vsech rostlin nejlépe klicila
semena na médiu ¢. 6 s aktivnim uhlim. Médium €. 5 s kinetinem nemélo velky vliv

na kli¢eni u rostlin ¢. 5 a ¢. 2.

Simple Boxplot of poéet protokormt ze 100 semen by &islo média
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Graf 2: Rostlina é. 2 - Vliv média na pocet vytvorenych protokormii, a= médium ¢. 6 - 71 %, b=médium
C. 4-52 %, c=médium ¢. 5 —40 % (p-hodnota < 0,05 u vSech médii)

51



Simple Boxplot of poéet protokormi ze 100 semen by &islo média
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Graf 3: Rostlina ¢. 4 - vliv média na pocet vytvorenych protokormii, a= médium ¢. 6 - 84 %, b=médium
¢.5—61 %, c=médium ¢. 4 — 50 % (p-hodnota < 0,05 u vSech médii)

Simple Boxplot of poéet protokormt ze 100 semen by &islo média
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Graf 4: Rostlina ¢. 5 - vliv média na pocet vytvorenych protokormii,, a= médium ¢. 6 - 66 %,
aa=médium ¢. 4 — 62 %, c=médium ¢. 5 — 42 % (p-hodnota > 0,05 u médii ¢. 6 a ¢. 4)

U rostlin ¢. 7 (Graf ¢.5) a ¢. 8 (Graf ¢. 6) je zietelny nizky G¢inek vSech pouzitych
médii na kli¢eni semen. U jedince ¢. 7 vykli¢ilo zhruba o polovinu méné semen na
médiu €. 4. U rostliny ¢. 8 bylo netispé$né médium s kinetinem. Obé rostliny si vedly

celkové hure oproti ostatnim, kdy vyklicilo v protokorm u rostliny €. 7 jen 23 % a
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rostliny €. 8 pouhych 17 % semen. Pfitom exemplaf €. 7 je druhy nejvyssi a mél nejvice
kvéth. Rostlina €. 8 patii také k vys$im s vice kvéty.

Simple Boxplot of poéet protokormt ze 100 semen by &islo média
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Graf 5: Rostlina ¢. 7 - vliv média na pocet vytvorenych protokormii, a= médium ¢. 6 - 30 %, b=médium
C. 524 %, c=médium ¢. 4 — 15 % (p-hodnota < 0,05 u vsech médii)

Simple Boxplot of poéet protokormt ze 100 semen by &islo média
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Graf 6: Rostlina ¢. 8 - vliv média na pocet vytvorenych protokormii, a= médium ¢. 6 - 30 %, b=médium
C.4—15%, c=médium ¢. 5 -7 % (p-hodnota < 0,05 u vSech médii)
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Nejmén¢ semen vyklicilo z rostliny ¢. 3 (Graf ¢. 7), v protokorm vyklicilo jen 12 %.
Nejlépe kli¢ila semena rostliny ¢. 3 na médium s kinetinem ¢. 5 (15 %) a na médiu
s aktivnim uhlim ¢. 6 (12 %).

Simple Boxplot of poéet protokormti ze 100 semen by &islo média

univerz. ¢islo: 3
b a ab

a3
o

25

20

pocet protokorm( ze 100 semen

4 5 6

cislo media

Graf 7: Rostlina ¢. 3 - vliv média na pocet vytvorenych protokormii,, a= médium ¢. 5 - 15 %,
ab=médium ¢. 6 — 12 %, b=médium ¢. 4 —9 % (p-hodnota > 0,05 u médii ¢. 4 a ¢.6;¢. 5 ac. 6)

O néco 1épe klic¢ila semena, v porovnani s rostlinou ¢. 3, z rostliny ¢. 1 (25 %) (Graf ¢.
8), rostliny ¢. 9 (35 %) (Graf ¢. 9) arostliny ¢.10 (39 %) (Graf ¢. 10). VSechna semena
z téchto ti exemplait dosahovala nejvyssi GispéSnosti kli¢eni na médiu €. 6 s aktivnim

uhlim (rostlina ¢. 1-36 %, rostlina ¢. 9-40 %, rostlina ¢. 10-53 %).
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Simple Boxplot of poéet protokormt ze 100 semen by &islo média
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Graf 8: Rostlina ¢. 1 - vliv média na pocet vytvorenych protokormii, a= médium ¢. 6 - 36 %, b=médium
¢ 4 —22 %, bb=médium ¢. 5 — 18 % (p-hodnota > 0,05 u médii ¢. 4 a ¢. 5)

Simple Boxplot of poéet protokormt ze 100 semen by &islo média
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Graf 9: Rostlina ¢. 9 - viiv média na pocet vytvorenych protokormii, a= médium ¢. 6 - 40 %, aa=médium
¢ 5-36 %, c=médium ¢. 4 — 28 % (p-hodnota > 0,05 u médii ¢ 6a ¢ 5)
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Simple Boxplot of poéet protokormt ze 100 semen by &islo média
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Graf 10: Rostlina ¢.10 - vliv média na pocet vytvorenych protokormii, a= médium ¢. 6 - 53 %,

b=médium ¢. 5 — 37 %, bb=médium ¢. 4 — 26 % (p-hodnota < 0,05 u vsech médii)

Souhrnné nejlépe klicily na médiich Ctyfi rostliny €. 2, €. 4, €. 5 a €. 6. S primérnym
poctem vykli¢enych semen rostliny €. 1, ¢. 9 a €. 10. A s nejmén¢ vyklicenymi semeny

rostliny ¢. 3, ¢. 7 a ¢. 8 (viz Tab. ¢. 6).

Tabulka 6: Procentudlni uispesnost

Procentualni aspé§nost Cislo jedince
12 % - 25 % ¢.3,8.7,¢.8
25 % - 40 % ¢.1,¢.9,¢.10
54%-71% ¢.2,¢.4,¢.5,¢.6

Pied vysetim byl vzorek semen z kazdé rostliny pozorovana pod binolupou (Olympus
SZ40). Byl zaznamenan pocet plné vyvinutych semen ze 100 ks (od kazdého jedince
4x) (Tab. ¢. 7). PIn€ vyvinuta (zivotaschopna) semena by méla mit pfedpoklad pro

vykliceni.
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Tabulka 7: Porovnani vyvinutych a vyklicenych semen u jednotlivych jedincii zarazenych do skupin dle
fitness

. Binolupa —pramér
Fitness (podle L ] Vykli¢ena semena v
Cislo jedince plné vyvinuta
vysky) protokorm
semena
7 28 % 23 %
! 9 83 % 35%
(od 15 cm)
10 55 % 39 %
3 52 % 12 %
2 4 80 % 65 %
d 12 do 14,
(od 12 do 14,5 5 55 04 57 %
cm)
8 38 % 17 %
2 69 % 54 %
3 6 86 % 71%
(do 11,5 cm)
1 85 % 25 %

Semena z rostlin, ktera maji nejvyssi klicivost 54—71 %, maji i vysoké procento plné
vyvinutych semen od 69-86 %. Kolem 80 % vyvinutych semen ma i rostlina ¢. 1 a ¢.
9, ale v protokorm vyklic¢ilo jen kolem 30 %. Velky rozdil je i u rostliny ¢. 3, ktera ma
52 % plné vyvinutych semen, ale v protokorm vyklicilo jen 12 %. Rostlina ¢. 7 ma

pouze 28 % vyvinutych semen, ale vykli¢il podobny pocet (Tab. ¢. 7).

Semena z rostliny ¢.2, €.5, €.6, kterd méla nejvyssi procentudlni uspésnost, klicila

nejlépe na médiu €. 6 s Cernym uhlim a nejhtife na médiu ¢.5 s Kinetinem.

Z nejvyssich rostlin ¢.7, €. 9, ¢. 10 nedosahla kli¢ivost vysokych hodnot ani u jedné

avSak nejvice tobolek. VSechny tfi rostliny kli¢ily nejméné na médiu ¢. 4 a nejvice na

médiu 6 s cernym uhlim.
Pokud porovname souhrnné vSechny rostliny a vliv sloZeni médii na uspé$nost kliceni
pomoci Tuckeyho post hoc testu (Tab. ¢. 8), zjistime, Ze se vyznamny rozdil prokazal

mezi médiem ¢. 4 a ¢. 6 (p-hodnota <0,001) a mezi médiem ¢&. 5 a ¢. 6 (p-hodnota
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<0,001). Rozdil v G¢inku na kli¢eni semen u médii 4 a 5 neni vyznamny a dosahuje se

podobné kli¢ivosti semen na téchto médiich (Tab. ¢. 8).

Tabulka 8: Porovnani médii u vsech rostlin

p-hodnota Tuckey post hoc test
Média 4-5 Média 4-6 Média 5-6
0,980 0,000 0,000
b bb a
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Graf 11: Porovnani médii u vSech rostlin, a= médium ¢&. 6-50 %, b= médium ¢&. 4-35 %, bb=médium

¢. 5-34 % (p-hodnota > 0,05 u média ¢, 4 a ¢. 5)

Z grafu (Graf 11) lze potvrdit, ze nejlépe semena kli¢ila na médiu s aktivnim uhlim

(médium ¢. 6). Na médiich ¢. 4 a ¢. 5 kli¢ila semena podobné.

Celkova tspésnost vykli¢enych semen je 40 %. Celkova tspé$nost na médiich u
vSech rostlin:

e U média ¢. 6 vykli¢ilo priumérné 50 % semen.

e U média €. 4 vykli¢ilo priamérné 35 % semen.

e U média ¢. 5 vyklicilo primérné 34 % semen.

7.2 Vliv fitness na kliceni
Semena z rostlin €. 4 a ¢. 5 kterd patii do skupiny s nejvyssi procentualni Gispé$nosti,
maji pramérnou vysku, i pocet kvétl a tobolek. Vyssi a s vétsim poétem kvétl i ploda
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z téchto exemplait je rostlina €. 4, ktera i poctem vytvofenych protokormi dopadla
Iépe. Podobnych hodnot kli¢ivosti dosahla i rostlina ¢. 6. Je zajimavé, Ze rostlina ¢. 3,
kterd vyprodukovala néjméné protokormd je vyssi, ma vice kvéti i tobolek nez rostlina

¢. 6, kterd méla nejlepsi klic¢ivost semen na pouzitych médiich.

A4

s rostlinou ¢. 6 ma rostlina ¢. 1, ze které vyklicilo pouze 25 % semen. Maji témé&f
stejnou vysku, stejny pocet kvéta a Giplné stejny pocet tobolek, avsak kli¢ivost semen
je na médiich rozdilna i pies to, ze pocet zivotaschopnych semen ve vzorku je
podobny. Stejny pocet tobolek i podobnou vysku ma i rostlina ¢. 2, kterd na zivnych
médiich kli¢ila uspésné. Piitom pocet tobolek u téchto tii rostlin je podprimérny (dveé
tobolky). I rostlina ¢. 5, ktera ma pouze tfi tobolky v poctu protokormit méla vyssi

procento vyklicenych semen.

cvvr

semen maji kolem Sesti tobolek. Malé mnozstvi tobolek ma i rostlina ¢. 10 a ¢. 9, které
patii K nejvyssim ze vSech rostlin s tispé$nosti kolem 30 % vykli¢enych semen. Ale

rostlina ¢. 4 ma pét tobolek a kli¢ivost semen na médiich byla vysoka.
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Tabulka 9: Procentudlni klicivost podle vysky rostlin

Fitness (podle . . . .
Cislo jedince Médium 4 Médium 5 Médium 6
vysky)
7 15 % 24 % 30 %
1 9 28 % 36 % 40 %
(od 15 cm)
10 26 % 37 % 53 %
Celkem: 23 % 33% 41 %
3 9% 15 % 12 %
2 4 50 % 61 % 84 %
d 12 do 14,
© 1;;’ 145 5 62 % 42 % 66 %
8 15 % 7% 30 %
Celkem: 34 % 31% 48 %
2 52 % 40 % 1%
3 6 68 % 59 % 85 %
(do 11,5 cm)
1 22 % 18 % 36 %
Celkem: 48 % 39 % 64 %

Tabulka 10: Procenta vyklicenych semen v protokorm podle vysky rostlin

Primér (%) vykli¢enych semen v protokorm podle vysky rostlin:

Fitness 1 Fitness 2 Fitness 3
32% 38 % 50 %

Z pozorovani lze konstatovat, Ze semena z rostlin fitness skupiny ¢. 1 nejhtife klic¢ila

cvvr

rostlin (skupina ¢. 3) nejhufe kli¢ila na médiu ¢. 5 (Tab ¢. 10).

Nejvice kli¢ila semena rostlin na médiu €. 6 s aktivnim uhlim, kromé rostliny €. 3. Na

A4

7, ¢.9 ac. 10. VSechny tyto rostliny patii ale K vys$sim.

Lze konstatovat, Ze nejlépe dopadly nejnizsi rostliny s menSim poétem tobolek a

nejhuife vyssi rostliny s vys$im pocétem tobolek. Graf ¢. 12 zndzoriiuje primérnou
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procentudlni klicivost kazdé rostliny (kazda rostlina zaznacena modrou teckou) ve

fitness skuping.
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Graf 12: Primérny pocet protokormii v zavislosti na fitness
K shrnuti téchto vysledkt byla vytvoiena korelaéni matice (Tab ¢. 11), kterd vyjadiuje

vztah mezi primérnym poctem protokormii, vySkou, poétem kvétt a poétem tobolek.

Tabulka 11: Korelacni matice

Primérny pocet | Vyskarostlin | Pocet kvétli | Pocet tobolek
protokormui (cm)
Primérmy pocet protokormi -0,2 -0,6 -0,5
Vyska rostlin (cm) 0,5 0,3
Podet kvéth 0,6
Pocet tobolek

Matice potvrzuje, Zze pocet protokormil se zvySuje se snizujici se vyskou rostliny (rxy
<0). To stejné plati i s poctem kvéti (rxy < 0) a tobolek (rxy < 0). Cim vy3§i rostlina je,

tim ma vice kvétl (rxy > 0) i tobolek (rxy > 0).

Z vysledkl vyplynulo, zZe ¢im mensi rostlina je, tim vétsi ma uspéSnost vykliceni na
pouzitych zivnych médiich a kultivaci in vitro. Osvédcilo se pfidani aktivniho uhli do
zakladniho BM-1 média, které vétSinou zvysilo uspéSnost klieni semen u
zkoumanych vzorkli semen z odebranych jedinct. Vliv ptidavku kinetinu do média se
neprojevil a GspéSnost kliceni semen byla podobné jako u média bez kinetinu a

aktivniho uhli.
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8 Diskuse

Pro vysev semen zrostlin vstavace kukacky bylo pouzito médium BM-1, které
obsahuje komplex makroelementi a mikroelementi. S obsahem sachar6zy a dusiku
v organické formé. Podle Dowling et Jusaitis (2012) je médium BM-1 idealnim pro
evropskeé druhy orchideji. U australskych, suchozemskych orchideji Pterostylis nutans
a Microtis arenaria dokonce vykli¢ilo pies 90 % semen (90,7 % a 99,2 % v tomto

poradi).

Znaniecka et Lojkowska (2004) kli¢ily pét evropskych ohrozenych druhti orchideji
véetné vstavace kukaCky. Nejvyssi kliCivosti vstavace kukacky dosahly 10 % na
kvasni¢nim extraktem a kaseinovym hydrolyzatem. Zminuji, ze se u vSech druhi
klicivost zvysila, kdyz byla snizena koncentrace amonnych a dusi¢nanovych soli.
Naptiklad u evropské suchozemské orchideje Dactylorhiza incarnata bylo kliceni a
rast snizovan za piitomnosti anorganické formy dusiku (Dijk et Eck 1995). Médium
v této praci, ke kliceni vstavace kukacky, obsahuje organicky dusik ve formé kasein

hydrolyzatu a glycinu.

Stanovisté orchideji jsou prevazné velmi chudé na anorganicky dusik. Nynéjsi trend
ve vyvareni komer¢nich médii je zvySovat podil organickych slouc¢enin, napodobovat
tak mykorrhizni houby (Znaniecka et Lojkovskd 2004). Tento nadzor podporuje i
Stewart and Kane (2006), ktery zminuje, ze Van Waes a Debergh (1986), Malmgren
(1992, 1996) a Anderson (1996) doporucuji snizit zdroj anorganickych latek a pridat

aminokyseliny pro kli¢eni suchozemskych rostlin.

Je dulezité zminit, Ze problematika neni jednostranna. Existuji i evropské druhy, které
1épe kli¢i s anorganickym dusikem. Napiiklad Spiranthes spiralis (L.) Iépe kli¢il na
médiich s piidavkem anorganického dusiku (Duli¢ et al. 2019). P#i kliceni Bletia
purpurea vysledky ukazaly, ze orchidej je schopna vyuzit obé formy dusiku. Na médiu
s organickou formou dusiku BM-1 vyklicilo do faze 5 (vznik prvniho listu) 74 %
semen, u media MM 71 %. U anorganické formy do faze 5 na médiu ¥2MS vyklic¢ilo
55 %, za stejnou dobu vykli¢ilo do faze 6 (vznik druhého listu) na médiu VW 35,5 %
semen (Dutra et al. 2008). Autoti Stewart and Kane (2006) dodavaji, ze celkova

problematika vlivu dusiku je malo prozkoumana.
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Pfi pouziti média BM-1 v této praci vykli¢ilo celkové 40 % protokormu. Vysledek
tohoto vzorku potvrzuje vhodnost média pro evropské druhy, konkrétné pro vstavac
kukacka. Dowling et Jusaitis (2012) zminuji nékolik piikladt uspésného kliceni

suchozemskych orchideji na médiu BM-1 v¢etné evropskych.

Celkovou uspé$nost zvysil pfidavek ¢erného uhli, na kterém kli¢ilo vyrazné vice
semen. Ale i na samotném médiu bez ptidavku aktivniho uhli v protokorm vyklicilo
celkové 35 %. Znaniecka et Lojkovskd (2004) zminuji, ze se klicivost u péti
evropskych druhii pohybovala kolem 10 % (Cypripedium cal-ceolus, Dactylorhiza
majalis, Huntet Summerh., Epipactis atrorubens, Epipactis palustris, Anacamptis
morio), avSak kdyz k semenim Dactylorhiza majalis pfidaly 0,2 % aktivni uhli,

klic¢ivost se zvysila na 30 %.

Rada metodik varuje pied pouzitim aktivni uhli, kvili neselektivnimu vstiebavani
latek. Kovacé (1992) upozoriuje, ze aktivni uhli vstiebava regulatory rustu, Pan et
Staden (1998) dodavaji, Ze mize adsobovat i organicke latky. Ale od autord, ktefi
pouzili ¢erné uhli v praxi se ¢asto setkdme s pozitivnimi vysledky na kli¢eni a tvorbu
kotent, coz se potvrdilo i v této praci. Semena vstavace kukacky reagovala na aktivni
uhli velice kladné. Na médiu s aktivnim uhlim vykli¢ilo 50 % semen. I piesto, Ze
médium BM-1 je bohaté na organické slouceniny, podle vysledku aktivni uhli tyto

slouc¢eniny neznehodnotilo.

V této praci byla zvolena koncentrace aktivniho uhli 0,5 g.I"%, kli¢ivost oproti médiu
bez pridanych latek, stoupla o 16 %. U hybridu z rodu Calanthe (,, Hyesung* x
,,Jeongmong *) kli¢ivost stoupla na 42 % po ptidani 0,01 g I"L aktivniho uhli,
z uspésnosti 28 % na bazalnim médiu. Po zvyseni koncentrace na 0,1 g 1y hybridu
z rodu Calanthe (,, Hyesung* x ,, Jeongmong*) se zvysilo i procento vykli¢enych
semen na 54 % (Shin et al. 2011). Druh Orchis coriophora také 1épe kli¢il na médiu
s ptidanim aktivniho uhli (2 g/1) oproti médiu bez piidanych latek. Nasledné byla
uéinnost porovnana se 4 riznymi typy auxint (1 mg/l), kdy médium s pfidanym
aktivnim uhlim mélo podobné vysledky kli¢ivosti semen (27 %), jako auxiny IBA,
NAA a 2,4-D. Velmi pozitivni efekt mél pridavek IAA (1 mg/l), 46 % u druhu Orchis
coriophora (Bektas et al. 2013). Naopak u hybridu orchideje zrodu Calanthe
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,Hwagung® x ,,Heysung* se zadny ti¢inek aktivniho uhli v médiu na zvyseni kli¢ivosti

semen neprokazal (Shin et al. 2011).

Hossain (2008) zdtvodiuje zvyseni kli¢ivosti po pfidani aktivniho uhli (u 2 médii o
15 %, 10 %) absorpci toxickych latek a ztmavnuti média. V dostupné literatute jsou
s aktivnim uhlim. Ze stejnych divodia mohla byt Gspésna kultivace vstavace kukacky

v této praci.

Primérnim ptinosem aktivniho uhli je schopnost vstiebat toxické latky (Kovac 1992).
To umoziuje struktura, kterd je nepravidelnd (nahodné uspotradani castic) a
mikrokrystalicka (Pan et Staden 1998 ex Qandeer et al. 1994). Ptikladem je adsobce
fenolickych latek, které zptisobuji hnédnuti tkani rostlin, pfi kultivaci explantatt. (Pan
et Staden 1998). Dutvodem, pro¢ vstava¢ kukacka nejlépe kli¢il na médiu s cernym
uhlim maze byt schopnost uhli vstiebavat odpadni latky. Tyto slou¢eniny mohou
zamezit kli¢eni rostlin. V uzavienych nadobach bez aktivniho uhli se pti kultivaci
Skodlivé latky hromadi a nedochazi k vyméné plynt (Thomas 2008). Baker et al.
(2014) odavodnuji pridani ¢erného uhli pii mnozeni Orchis catasetum vstiebanim

fenolickych sloucenin presto, Ze do médii jsou pfidany i ristové regulatory.

Jako druhy divod se uvadi schopnost aktivniho uhli obarvit roztok na ¢ernou barvu
(Prizao et al 2012. ex Pasqual 2001). To je vysvétleno tim, ze svétlo patii mezi hlavni
faktory pii kultivaci rostlin. Tmava barva by mélo vytvarit prirozené podminky pro
semena a rust vyhonkt (Pan et Staden 1998). Prizao et al. (2012) zkoumali tento faktor
za pouziti aktivniho uhli a grafitu, ktery ma také schopnost obarvit roztok. U rostlin
rostoucich na médiu s aktivnim uhlim vyrostl vyrazné vice kofenti neZz na médiu
s grafitem. Coz potvrzuje vliv aktivniho uhli na vyhonky, ale nikoliv kvili ¢erné barvé
roztoku. Pan et Staden (1998) upozoriiuji, Ze nesmime zapomenou i na piirozené
vyskytujici se latky v aktivnim uhli, které se uvolfiuji do média. Thomas (2008) uvadi,

ze tyto latky podporuji, stimuluji rist a upravuji pH na optimalni aroven.

Uspé$nost a reakce druhii na tyto vlastnosti je individualni. MtZe jak pozitivng, tak

negativné ovlivnit kliCeni rostlin v in vitro kultufe. Je potvrzené, Ze aktivni uhli,
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zpusobuje vstiebavani inhibic¢nich latek i1 regulatorti rasti, uvoliuje latky vyskytujici

se v aktivnim uhli a zptsobuje tmavou barvu média (Pan a Staden 1998).

Vstava¢ kukacka na aktivni uhli reagoval pozitivng, jak u vétsich (fitness skupina 1—
41 %), tak mensich rostlin (fitness skupina 3-64 %). Médium s piidavkem Kinetinu,
mélo oproti médiu s aktivnim uhlim niz§i schopnost vytvafet protokormy u semen
vstavace kukacky. Neprojevil se témét zadny rozdil mezi médiem bez piidanych latek
(35 %) a médiem s kinetinem (34 %). Bektas et al. (2013) porovnavali kli¢ivost Orchis
coriophora s médiem s aktivnim uhlim a s médiem s ptidavky cytokanini vcetné
kinetinu (1 mg/l). Ani v tomto vyzkumu se efekt cytokinini neprojevil. Semena klicila
na vSech typech médiich s cytokaniny podobné, jako na médiu s p¥idavkem aktivniho
uhli. Poznatky jsou rozdilné oproti této studii, semena vstavace kukacky kli¢ila
obdobné na médiu bez piidavku aktivniho uhli a kinetinu a na médiu s kinetinem.
Zatimco semena Orchis coriophora kli¢ila stejné na médiu s Kinetinem a s aktivniho

uhlim.

Vliv cytokaninti je stejné diskutabilni, jako vliv anorganického/organického dusiku a
vliv aktivniho uhli. N&kdy zvysuji kli¢ivost, jindy zpUsobi inhibici, nebo se neprojevi
74dné uginky (Stewar et Kane 2006). Uloha cytokininti pti kli¢eni orchideji in vitro
neni celkové probadana. Vi se, Ze dé€li buriky a Ze nékteré houby produkuji cytokininy
(Kauth et al. 2018 ex Bewley a Black 1994, Crafts a Miller 1974). Z této myslenky se
piepoklada, Ze orchideje mohou pfijimat cytokininy z mykorhizy. A je pro orchideje
pritomnost téchto latek piirozena (Kauth et al. 2018). Sebanek et al. (1983) a Kincl et
Krpes (2000) popisuji, Zze cytokininy sice indikuji déleni bunék, ale jen za pfitomnosti
auxini. To potvrzuje vyzkum u Vejsadové (2009), kde byl pozorovan rustové-
stimula¢ni vliv u Platanthera bifolia pti aplikaci Kinetinu za pfitomnosti auxini (NAA
alAA).

Ponert et al (2011) u Dactylorhiza majalis zjistili, Zze se zvySujici se koncentraci
kinetinu se vysledky pii kli€eni orchideje zhorSuji. Pii koncentraci 100 mg/l nebylo
pozorovano zadné kli¢eni. Niz§i mnozZstvi kinetinu 10 mg/l zpisobilo vzristove veétsi
protokormy, ale na kli¢eni vliv nemélo. Nebyl pozorovan zadny rozdil v kli¢ivosti na
médiich bez pouziti kinetinu a s kinetinem o koncentraci az 1 mg/l. To odpovida

vysledkiim v této praci pii kliceni vstavace kukacky, kdy byla pouzita koncentrace 1
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mg/l. Pocet protokormi se rovnal poétu protokormi na bazalnim médiu. Ponert et al.

(2011) zminuji, ze ani o néco vyssi koncentrace kinetinu nemély vliv na kli¢eni.

V kone¢ném vysledku hralo dulezitou roli i fitness orchideji. Vysledky ukazaly, ze
vice protokormil vyrostlo z rostlin nejmensiho vzristu a to 50 %, u nejvétsich rostlin
vykli¢ilo jen 32 % semen. VVyznamnost fitness orchideji 1ze zaznamenat pfi kultivaci
rostlin 64 % a u nejvyssich pouze 41 % vykli¢enych semen. K vysce rostlin tak
mizeme prikladat podobnou vahu, jako vlivu latek v médiich. Experimentalni studie
ohledné morfologie ma zasadni vyznam pro pochopeni celistvosti rostlin. Sebanek et
al. (1983) dale zminuji, ze tyto vyzkumy jsou dulezité zejména v zemédé€lstvi. Roach
et Wulff (1987) potvrzuji, Ze je malo studii o vlivu matetské rostliny na potomstvo

zejména u populaci z prirozeného prostiedi.

Orchideje jsou konkuren¢né velmi slabé, potiebuji ke svému ristu dostatek svétla
(Hartel 2021). Mzeme se domnivat, ze vyssi orchideje svoji energii soustied’ovaly do
rustu, kvili konkurenci. Z toho diivodu nevyprodukovaly dostatecné kvalitni semena.
To by mohlo souviset i s poctem tobolek. Rostlina se v ramci ,,ohrozeni* pokusi
vyprodukovat co nejvice tobolek, ale nejsou dostate¢né kvalitni, jako u mensich rostlin
smén¢ plody. Sonkoly et al. (2016) zminuji ze, Neiland & Wilcock (1998) a
Tremblayet al. (2005) povazuji nizky pocet plodi za zndmku mensi zdatnosti rostlin.
Sonkoly et al. (2016) informaci vyvraci, tvrdi, ze nizky pocet plodi nemusi znamenat
nizkou reprodukci. Rostlina miize vykompenzovat nizky pocet plodii vice semeny na
jeden plod. O vlivu fitness matef'skych rostlin na kli¢ivost semen je zatim publikovano
malo informaci, a zv1asté u popisovaného druhu vstava¢ kukacka piipadné u jedinct

ze spolecné Celedé informace zcela chybi.
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9 Zavér

Byl vytvoten ptehled biotopt a konkrétnich stanovist’ vyskytu vstavace kukacky,
predeviim v Ceské republice. Byli sepsany diivody a ohrozeni populaci vstavace
kukacky a pfistupy ochrany in situ a ex situ. VV rdmci této problematiky byla rozebrana
témata Zivotaschopnosti rostlin a jejiho vyzkumu. Rada védct pracuje na vyzkumech
fitness rostlin v pfirozeném prostiedi, prizkumech ohledné Zivotaschopnosti semen a
mnozeni rostlin in vitro. Pomoci téchto metod lze posilit ohroZené populace, nebo je

navratit na mista, kde jiz vyhynuly.

K literarni reSerSi byla pouzita odbornd literatura, metodiky, a predev§im ¢lanky
s odliSnymi pfistupy k mnozeni orchideji i s praktickou ¢asti. Neexistuje jednoznacny
postup, jak dosdhnout uspésného vyklieni. Byly porovnany vysledky odlisnych
sterilizace semen, slozeni médii, az po podminky Kultivace. Existuje mnoho
komerc¢nich, kultiva¢nich smési na vyrobu média s odliSnym pomérem anorganickych
a organickych latek. Je fada moznosti, jak podpofit kli¢eni pfidanim ristovych

reguléatort, sacharidd, vitamind, nebo organickych sloucenin.

Byly zalozeny experimenty s vysevem semen vstavace kukacky. Zakladem bylo
médium BM-1, které je podle literarni reserSe idealnim pro evropské druhy orchideji.
Tato domnénka se osvédcila, protoze na samotném médiu vykli¢ilo 35 % semen.
Pridavek aktivniho uhli do média se ukazal jako vhodny na kli¢eni vstavace kukacky,
kdy vykli¢ilo primémé ze vSech zkoumanych jedinci az 50 % semen. Pridavek
ristového hormonu kinetinu v médiu se neprojevil. Byl zjistén vztah mezi poctem
vytvofenych protokormi a vySkou rostlin. U testovanych 10 exemplaid byla
jednoznacna spojitost — ¢im niz§i rostliny byly, tim vykli¢ilo v in vitro podminkéch

vice protokorm z jejich semen.
Ziskané poznatky by bylo vhodné ovéfit s vétSsim vzorkem semen z vice rostlin.

Z literarni resSerse bylo patrné, Ze naroky na kultury jsou odlisné u druhd, ale i u jedinct

individualné.
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Obrazek 17: Protokormy rostliny & 6 na médiu s aktivnim uhlim
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Tabulka 12:Porovndni vsech rostlin -

ANOVA (p-hodnota < 0.5), Tuckeyho pos hoc test (p-hodnota < 0.05)

_ ANOVA p-hodnota Tuckey
Cislo post hoc test
rostliny vSouce} Jf Mean = p- 45 | 4.6 | 56
Ctverct Square hodnota
Meziskupinova |1029,778| 2 | 514,889
1 - — 23,607 | 0,000 |0,326(0,000|0,000
Vnitroskupinova | 327,167 | 15 | 21,811
Meziskupinova [2977,444| 2 |1488,722
2 - —— 34,801 0,000 |0,0100,001|0,000
Vnitroskupinova | 641,667 | 15 | 42,778
Meziskupinova | 102,333 | 2 51,167
3 - — 4,260 | 0,034 |0,027{0,400 0,283
Vnitroskupinova | 180,167 | 15 | 12,011
Meziskupinova |3506,778| 2 |[1753,389
4 X . 38,887 | 0,000 |0,0340,0000,000
Vnitroskupinova | 676,333 | 15 | 45,089
Meziskupinova |1963,111| 2 | 981,556
5 - — 22,536 0,000 |0,000 (0,507 {0,000
Vnitroskupinova | 653,333 | 15 | 43,556
Meziskupinova [2097,444| 2 |1048,722
6 5 —— 55,067 | 0,000 {0,008 0,000|0,000
Vnitroskupinova | 285,667 | 15 | 19,044
Meziskupinova | 693,778 | 2 | 346,889
7 . —— 36,176 | 0,000 |0,000 |0,0000,024
Vnitroskupinova | 143,833 | 15 9,589
Meziskupinova |{1636,000| 2 | 818,000
8 ) —— 30,334 | 0,000 |0,044|0,0000,000
Vnitroskupinova | 404,500 | 15 | 26,967
Meziskupinova | 464,333 | 2 | 232,167
9 - ——, 12,085| 0,001 |0,013|0,001 (0,312
Vnitroskupinova | 288,167 | 15 | 19,211
Meziskupinova |2152,111| 2 |1076,056
10 - — 49,972 | 0,000 |0,002|0,000|0,000
Vnitroskupinova | 323,000 | 15 | 21,533

Tabulka 13:Porovndni vsech médii - ANOVA (p-hodnota < 0.001) Tuckeyho post hoc test (p-hodnota <0.001)

ANOVA Tuckey post hoc test
Soucet Mean p-
Ctverct df Square F hodnota 4-5 46 | 56
Meziskupinova | 10568,544 2 5284,272
11,614 | 0,000 | 0,980 | 0,000 |0,000
Vnitroskupinova | 80532,450| 177 |454,986
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Tabulka 14: ANOVA - Rostlina ¢. 1

ANOVA —rostlina ¢. 1

Soucet Mean
Stverc df Square F p-hodnota
Meziskupinova | 1029,778 2 514,889 23,607 0,000
Vnitroskupinové | 327,167 15 21,811
Celkem 1356,944 17

Tabulka 15: Rostlina ¢. 1 - pocet protokormii

¢islo média

univerz. ¢islo

pocet protokormiu ze 100 semen

1

28

16

27

21

18

21

22

17

21

14

15

18

44

38

27

34

33

RlRrlRrRRIRPIRPRIP[RP|IP|PRP|P[R|P (P~

37
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Tabulka 16: ANOVA - Rostlina & 2

ANOVA — rostlina ¢. 2

VS Oucef df Mean F p-hodnota
Ctvercl Square
Meziskupinova | 2977,444 2 1488,722 | 34,801 0,000
Vnitroskupinova | 641,667 15 42,778
Celkem 3619,111 17

Tabulka 17: Rostlina ¢. 2 - pocet protokormii

¢islo média

univerz. ¢islo

pocet protokormi ze 100 semen

2

38

52

64

58

55

47

35

38

46

42

40

36

68

72

62

74

78

NN (NN NN (NN IN NN N NN IN NN
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Tabulka 18: ANOVA - Rostlina & 3

ANOVA —rostlina ¢. 3

Soucet Mean
Stvercll df Square F p-hodnota
Meziskupinova | 102,333 2 51,167 4,260 0,034
Vnitroskupinové | 180,167 15 12,011
Celkem 282,500 17

Tabulka 19: Rostlina ¢. 3 - pocet protokormii

¢islo média

univerz. ¢islo

pocet protokormi ze 100 semen

3

10

11

5

8

11

9

11

23

12

14

16

13

15

7

15

13

12

W W WIWWW IW|WWW|W|WW[WwW|wWw | w(w

8
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Tabulka 20: ANOVA - Rostlina & 4

ANOVA — rostlina ¢. 4

VS Oucef df Mean F p-hodnota
¢tvercl Square
Meziskupinova | 3506,778 2 1753,389 | 38,887 0,000
Vnitroskupinova | 676,333 15 45,089
Celkem 4183,111 17

Tabulka 21: Rostlina ¢. 4 - pocet protokormii

¢islo média

univerz. ¢islo

pocet protokormi ze 100 semen

4

58

65

44

38

47

o1

64

53

61

65

67

55

87

84

88

80

78
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Tabulka 22: ANOVA - Rostlina & 5

ANOVA —rostlina ¢. 5

VS Oucef df Mean F p-hodnota
Ctvercl Square
Meziskupinova | 1963,111 2 981,556 22,536 0,000
Vnitroskupinova | 653,333 15 43,556
Celkem 2616,444 17

Tabulka 23: Rostlina ¢. 5 - pocet protokormii

¢islo média

univerz. ¢islo

pocet protokormi ze 100 semen

5

64

S7

68

66

55

60

38

46

50

36

42

40

58

70

80

56

64

o1 |o1 (O (o1 |01 (01 (O1 |01 |01 (01|01 |01 (01|01 |01 (01 (Ol
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Tabulka 24: ANOVA - Rostlina & 6

ANOVA —rostlina ¢. 6

VS Oucef df Mean F p-hodnota
Ctvercl Square
Meziskupinova | 2097,444 2 1048,722 | 55,067 0,000
Vnitroskupinova | 285,667 15 19,044
Celkem 2383,111 17

Tabulka 25: Rostlina ¢. 6 - pocet protokormii

¢islo média

univerz. ¢islo

pocet protokormi ze 100 semen

6

70

63

68

62

71

74

66

62

56

55

58

60

81

85

91

82

84
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Tabulka 26: ANOVA - Rostlina & 7

ANOVA —rostlina ¢é. 7

VS Ouéef df Mean F p-hodnota
Ctvercl Square
Meziskupinovd | 693,778 2 346,889 | 36,176 0,000
Vnitroskupinové | 143,833 15 9,589
Celkem 837,611 17

Tabulka 27: Rostlina ¢. 7 - pocet protokormii

¢islo média

univerz. ¢islo

pocet protokormi ze 100 semen

7

11

14

15

14

18

15

28

20

26

25

22

24

34

29

33

31

26

SV ENT EN BN BN PN BN ENT BN BN EN PN EN BN ENE BN EN

24
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Tabulka 28: ANOVA - Rostlina & 8

ANOVA — rostlina ¢. 8

VS Oucef df Mean F p-hodnota
Ctvercl Square
Meziskupinova | 1636,000 2 818,000 30,334 0,000
Vnitroskupinova | 404,500 15 26,967
Celkem 2040,500 17

Tabulka 29: Rostlina ¢. 8 - pocet protokormii

¢islo média

univerz. ¢islo

pocet protokormi ze 100 semen

8

15

24

12

00 |00 (OO (OO |00 (OO (OO |00 |00 (OO |00 |00 (OO OO |00 (0O (OO
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Tabulka 30: ANOVA - Rostlina & 9

ANOVA —rostlina ¢. 9

VS Oucef df Mean F p-hodnota
Ctvercl Square
Meziskupinova | 464,333 2 232,167 12,085 0,001
Vnitroskupinova | 288,167 15 19,211
Celkem 752,500 17

Tabulka 31: Rostlina ¢. 9 - pocet protokormii

¢islo média

univerz. ¢islo

pocet protokormi ze 100 semen

9

26

24

25

28

31

32

36

35

35

30

42

38

36

38

49

34

38

© |© (O [© | (WO (O O |WO (O |[© |© (O O |© O ©

44
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Tabulka 32: ANOVA - Rostlina & 10

ANOVA —rostlina ¢é. 10

VS Oucef df Mean F p-hodnota
Ctvercl Square
Meziskupinova | 2152,111 2 1076,056 | 49,972 0,000
Vnitroskupinova | 323,000 15 21,533
Celkem 2475,111 17

Tabulka 33: Rostlina ¢. 10 - pocet protokormii

¢islo média | univerz. ¢islo |pocet protokormi ze 100 semen
10 20
10 24
4 10 30
10 32
10 28
10 23
10 30
10 45
5 10 36
10 39
10 42
10 32
10 57
10 51
6 10 48
10 55
10 52
10 54
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