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ANOTACE

VALENTOVA, K. Studium kli¢eni a generativni reprodukce vstavace obecného (Orchis morio) v
laboratornich a prirodé blizkych podminkdch. Hradec Kralové, 2022. Bakalarskd prace na
Piirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové. Vedouci bakalarské prace RNDr. Romana

Prausova, Ph.D. 58 p.

Bakalarska prace se zabyva silné ohrozenym druhem vstavacovité rostliny Anacamptis
morio, dfive znamym pod nazvem Orchis morio, jejiz ceska populace znacné klesa, jak v poctu
lokalit, tak ve velikosti lokalnich populaci. Na vychodoceskych lokalitach probihaji zachranné
aktivity, které spocivaji v citlivé péci o posledni populace na konkrétnich lokalitach. Pozornost je
vénovana téz péstovani druhu v kulture za Ucelem zpétného vysazeni druhu na lokalitach, kde
populace vymizely nebo tam zlstavaji jejich fragmenty neschopné samostatné existence. Kromé
jarniho monitoringu na lokalitich PR Mazurovy chalupy, Dvorisko, PP U Vinic, PP Vstavacova
louka u Chocné a Chvojenec u Smilku se tato prace vénuje téZ laboratornimu testovani kli¢ivosti
semen pochazejicich zjedinch z kultury zaloZené z populaci na lokalitich Mazurovy chalupy,
Dvorisko a jejich kriZzencl. Predpoklada se, Ze zjiSténa data budou vyuZzita v zachrannych
aktivitaich na zkoumanych lokalitach, zejména v dlouhodobé monitorované lokalité prirodni

rezervace Mazurovy chalupy.
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ANNOTATION

VALENTOVA, K. Study of germination and generative reproduction of Orchis morio in laboratory
and natural conditions. Hradec Kralové, 2022. Bachelor Thesis at Faculty of Science University of

Hradec Kralové. Thesis Supervisor RNDr. Romana Prausov3, Ph.D. 58 p.

This bachelor thesis is focused on endangered species of plant Anacamptis morio,
belonging to the family of Orchidaceae, formerly known as Orchis morio, whose population is
declining considerably in the Czech Republic. In East Bohemia, rescue activities are taking place,
which consist on intensive care for the last populations in specific locations. Attention is also
devoted to the culture of this species because of its reintroduction in locations where populations
have disappeared or where their fragments have remained incapable of independent existence.
Except to the spring monitoring at the locations PR Mazurovy Chalupy, Dvotisko, PP U Vinic, PP
Vstavacova louka u Chocné and Chvojenec u Smilek, this work also deals with laboratory testing
of the seed germination. Seed originate from the culture established of individuals those seeds
came from the locations Mazurovy Chalupy, Dvorisko. It is assumed that the obtained data will be
used in rescue activities at the observed locations, especially in the long-term monitored location

of the Mazurovy chalupy nature reserve.
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Uvod

1 Uvod
1.1 Obecny uvod do problematiky

Biologie, ekologie rudohlavku kukacky a jeho schopnost generativni reprodukce je odborné
zajimavé téma zdGvodu velkého ubytku lokalit jeho vyskytu nejen na tzemi byvalého
Vychodoceského kraje, ale taktéz ve svété. Rudohlavek kukacka (Anacamptis morio), donedavna
znamy jako vstava¢ kukacka, byl kdysi nejhojn&j$im druhem rodu Orchis na tizemi Ceské
republiky. V termofytiku, mezofytiku a v niz$ich polohach oreofytika, ale zejména ve druhé
poloviné minulého stoleti zaniklo 60-80 % lokalit s jeho vyskytem. Vzhledem k razantnimu
tibytku poétu jeho lokalit, ale také pocetnosti pieZivajicich populaci, byl v Cerveném seznamu CR
zafazen mezi kriticky ohroZené taxony. Déle podle IUCN patii mezi kriticky ohroZené druhy
s negativnim trendem v poé¢tu populaci, zatimco ve vyhlasce ¢ 395/1992 Sb. MZP CR je druh
zafazen pouze do kategorie silné ohrozeny. Na Uzemi Vychodoceského kraje, ktery dnes
predstavuje Kralovéhradecky, Pardubicky a ¢ast Libereckého kraje, bylo v minulosti znamo 212
lokalit s vyskytem druhu, ale zac¢atku 90. let minulého stoleti se jich dochovalo pouze 10 %.
Rudohlavek kukacka ma pomérné Sirokou ekologickou valenci. Je schopen ristu v mezickych i
mirné vlhkych podminkach, na neutralnich, mirné kyselych i zasaditych padach, ale je citlivy na
zvySeny obsah iontl v piidé, proto ustupuje z eutrofizovanych lokalit, kde jsou uzivana mineralni
hnojiva nebo ziviny pronikaji z okoli ¢i atmosféry. Za hlavn{ pri¢inu dstupu je povazovan zanik
jeho biotopi, ktery souvisi s velkoploSnym zemédélskym hospodaienim, eutrofizaci a zménami
obhospodarovani fragmentt volné krajiny. Hlavnimi podminkami ovliviiujicimi jeho reprodukci,
fitness a zivotaschopnost jsou vlastnosti piidy, dostupnost vody a vztahy mezi organismy. Druh je
také oznacovan za vSeobecné konkurencné velmi slaby, lehce ho prerostou porosty travy nebo
trsnaté travy, proto je pro néj dilezité pravidelné koseni a odvoz ususené biomasy, pripadné

disturbance zptlisobena zvitaty, ktera ovSem nesmi prichazet na stanovisté v Castych intervalech.
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1.2 Cile prace

Hlavnimi cili predloZzené prace bylo:

1) Zmonitorovat populace druhu na vybranych lokalitach ve vychodnich Cechach.

2) Zaznamenat parametry pozorovanych tobolek, semen a embryi.

3) Zjistit zastoupeni fazi vyvinu semen v tobolkach z lokalit Mazurovy chalupy, Dvorisko a jejich
krizencd.

4) Zjistit schopnost generativni reprodukce druhu v laboratornich podminkach za vyuziti in-

vitro kultur.
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2 Obecny popis
2.1 Charakteristika druhu Anacamptis morio

2.1.1 Vstavacovité (Orchidaceae)

Rudohlavek kukacka (Anacamptis morio), dfive zndmy pod latinskym jménem Orchis morio, patii
do Celedi vstavacovité (Orchidaceae) (KOCIAN 2006). Védecké jméno mu piidélil zakladatel
moderni nomenklatury Carl Linné, ktery ale rozdélil celed’ vstavacovitych na pouhych osm rodu.
Vyvoj pokracoval kupiedu, a na zakladé podobnosti morfologickych znaki dalsi rody orchideji
pribyvaly. V poslednich dvaceti letech se ale rozvinula metoda molekularni fylogenetiky, diky
které bylo odhaleno, Ze rudohlavek kukacka spolu s dalsimi druhy nemohou byt razeny do
jednoho rodu. Z genetickych studii vychazi pozice rudohlavku kukacky uvniti rodu rudohlavek
(Anacamptis) (JERSAKOVA et PRUSA 2021).

Celed Orchidaceae je zastoupena zhruba 25 000 druhy po celém svété (PRUSA 2005). Na
tizemi Ceské republiky je velka ¢ast druhdl Orchidaceae v ohroZeni a jedna se zhruba o 55 druht
(CHYTRA 2015). Hlavnim dfivodem tbytku je ztrata a zména piirozenych stanovist. Dal$im
podstatnym nebezpecim jsou sbératelé, ktefi orchideje vyhledavaji pro jejich atraktivitu. Diky
pomérné Siroké ekologické amplitudé je jejich vyskyt kosmopolitni, od rovnikovych oblasti aZ
k polim. Jejich vyskyt je na stanovistich, jako jsou hola skaliska, potoky, vrcholky stromd, ¢i na
okraji pousti (SWARTS 2009). V této rozmanité Celedi nalezneme druhy epifytické i terestrické.
V nasSich ptirodnich podminka rostou vyhradné druhy terestrické, zatimco v oblastech tropickych
naopak druhy epifytické (PROCHAZKA et VELISEK 1983). Rozmanitost ¢eledi vstavacovitych
spociva i v jejich formach vyzivy. Celed disponuje druhy autotrofnimi, mixotrofni a obligatné
heterotrofnimi (PRUSA 2005). Dale v$echny orchideje vyuZivaji symbiézu s mykorhiznimi
houbami, na které jsou nékteré druhy z diivodu nevytvareni chlorofylu zcela zavislé po cely svij
zivot (CHYTRA 2015).

Typické jsou i slozité vztahy s opylovadi, které vedou az k specializaci na jediného
opylovace. Kveteni orchideji v nasich podminkach nastava na zacatku kvétna, ale jejich kveteni
v jednotlivych letech ovlivituje mnoho faktor. Dostatecné zasoby, poZer podzemnich c¢asti
rostliny ¢i list{, nepriznivé pocasi (horka spojena s nedostatkem vody nebo dlouhotrvajici nizké
teploty) a u nékterych jedincli i nadmérna reprodukce v predchozich letech. Tyto faktory mohou
zpUisobit, Ze téméi Zadné rostliny nevykvetou (JERSAKOVA et KINDLMANN 2004). Neptiznivé
podminky zminéné vyse, jsou orchideje schopny preZivat ve stavu dormance, coZ je stav, kdy
rostlina netvoti nadzemni orgadny (KULL et ARDITTI 2002). Bylo také prokazano, Ze pti absenci
seCe prestavad jedinec béhem dvou let kvést a prechazi do sterilniho ¢i dormantniho stavu
v podobé hlizy. Vhodnym managmentem je pravidelna se¢ v obdobi druhé poloviny ¢ervna do
konce srpna. Se¢ provadéna pozdéji by mohla poskodit nové vznikajici listové riizice (JERSAKOVA

et KINDLMANN 2004). Autori vyzkumu ve vychodnich Cechach (PRAUSOVA et al. 2021) ale
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povazuji toto tvrzeni za sporné, protoze miiZe byt obtizné rozlisit dormantniho jedince od jedince
nového, ktery vznikl z dceriné hlizy, nebo se semenackem nahodné rostoucim u ptivodni mateiské
rostliny, pfipadné i se slabym sterilnim jedincem s prehlédnutelnou zakrnélou ¢asti listové rizice,

ktery velmi rychle zatahuje nadzemni organy.

2.1.2 Morfologie druhu

Anacamptis morio je vytrvala 7-35 cm vysoka bylina, ktera vytvari kulovité az elipsoidni kotfenové
hlizy spole¢né skratkymi a tlustymi kofeny. PRUSA (2005) uvadi, Ze kratkost kofent je
tak vysoky. Zastupci druhu maji tmavozelenou, jemné ryhovanou lodyhu. Siroce kopinaté aZ
podlouhle vejcité listy, obvykle v poctu 7-12 dosahujici délky az 20 cm, piisedaji v podobé rizice
na bazi lodyhy (PRUSA 2005). Listy na vrcholu $pi¢até nedosahuji k bazi kvétenstvi (KUBAT
2010).

Kvétenstvi v podobé klasu dosahuje délky az 13 cm, ma tvar vejcovity az valcovity a
disponuje 7-25 kvéty. Barva kvétli byva riiZova, nachova a vzacné i bild (KUBAT 2010).
Zygomorfni neboli osové soumérné kvéty vyrlstaji v uzlabi listenu a jsou témér vzdy
oboupohlavné. Kvét tvori Sest podlouhle vejcitych okvétnich listki o velikosti 8-10 mm,
usporddanych po tfech do vnitfniho a vnéjstho kruhu. Pysk nebo také labellum je pouze jinak
vyvinuty okvétni listek z vnitiniho kruhu, ktery je pricné ledvinity az sedlovité prohnuty
(BAUMANN et al. 2009). Kvétni pysk ma stejnou, nebo vétsi Sirku nez jeho délku. Trojlalo¢ny pysk
ma okiidlené vnéjsi okvétni listky a tmavé skvrnitou centralni oblast (STROH 2015). Valcovitd, 8-
11 mm dlouha ostruha sméfuje rovné, nebo je mirné zakfivena nahoru (MACHOVA et KUBAT
2004, STEPANKOVA et al. 2010). Ty¢inky jsou zredukovany na jednu jedinou, ktera navic sriista s
pestikem v gymnostemium. Tyc¢inka se nachazi na vrcholu sloupku, ktery je vysoky 4 mm a ma na
sobé brylky. Prasnik, nachazejici se na konci ty¢inky, je rozdélen na dva prasné vacky neboli theca.
Pylova zrna se u Anacamptis morio nevyskytuji v podobé prachovych zrn, ale jsou spojeny
viscinovymi vlakny v pollinium, které je pripevnéné k lepivému terCi, coZ je dohromady
oznacovano jako vySe zminéna brylka. Anacamptis morio ma trojlalo¢nou bliznu, ktera se nachazi
na predni strané sloupku (Obr. 1). Oplozeni jsou schopné pouze dva postranni laloky této blizny.
Plodem rostliny je zelen4, tzce elipsoidni tobolka dosahujici délky 15-23 mm (PRUSA 2005).

Semena Anacamptis morio jsou opravdu mala, extrémné lehka a produkovana jedinci ve
velkém mnozstvi. Semena se mohou, diky svym velkym vzduchovym prostoram, $irit na velké
vzdalenosti, ale velké mnozstvi semen nedopadéa daleko od matetské rostliny (JERSAKOVA et

MALINOVA 2007).
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Legenda: A - celd rostlina, B - vnéjsi stredni okvétni listek, C — vnéjsi postranni okvétni listky, D -
vnitfni postranni okvétni listky, E - pysk, F - ostruha, G - polinium

Obrazek 1 Stavba Anacamptis morio (prevzato z: FAY et al. 2010)

2.1.3 Morfologie semen

Morfologie semen je jednim z dilezitych taxonomickych znakl orchideji. Semena orchideji se
skladaji z eliptického embrya uzavieného v obvykle prihledném a casto fusiformnim obalu
(testa). Obaly a embrya riiznych rodd a druhd se mohou lisit velikosti, tvarem, barvou nebo
pomérem mezi jejich objemy. Stény bunék testa mohou byt hladké nebo sitované a pokud je
pFitomno sitovani, jeji vzory mohou byt rozlisovaci (GULER 2016).

Semena Anacamptis morio maji protahly tvar a obsahuji priblizné 70 % vzdu$Sného
prostoru. Procento vzduchového prostoru ovliviiuje dobu, po kterou jsou semena schopna
pretrvat ve vzduchu. Je zndmo, Ze exemplare s vysokym procentem hodnot vzdusného prostoru

se $ifi vétrem na delsi vzdalenosti. Kdyz byla zkoumana testa a embrya, bylo zjiSténo, Ze maji
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hnédou barvu a antiklinalni a periklinalni stény bunék testa disponuji sitovinou. Sitoviny jsou

MIV v

tenké, nenapadné a pri¢né diagonalni (GULER 2016).

2.1.4 Pric¢iny ohroZeni

Orchideje jsou ve svété velmi ohroZenou skupinou rostlin (PRUSA 2005). Jejich pivodnimi
lokalitami vyskytu byly prirozené lesy, lesni svétliny spasané divokou zvéri, prirozené travniky
nad horni hranici lesa a mista, ktera byly pravidelné narusovana zaplavami, lavinami a pozary
(JERSAKOVA et KINDLMANN 2004).

K poklesu poctu orchideji ve vSech ¢astech nasi planety dochazi z diivodu lidské aktivity
(BRZOSKO 2003). Vysoké hospodaiské uzivani plid a prirodnich zdroji, zejména odlestiovani,
fragmentace lesa nebo tvorba mytin (PRUSA 2005). I v Ceské republice je jednou z hlavnich p¥i¢in
ubytku orchideji intenzifikace zemédélstvi a lesnictvi. Znamena to tedy, Ze s prichodem clovéka a
rozvojem krajiny se mnoho druhti orchideji presidlilo na otevi‘ena stanovisté luk a pastvin a
adaptovalo se na sekundarni bezlesi (JERSAKOVA et KINDLMANN 2004). Dal$im vyznamnym
faktorem, ktery vede k ubyvani vstavacovitych, je ¢asto nevhodny nebo zZadny management jejich
stanovist (PRUSA 2005). Z divodu chybéjictho managementu se travniky a viesovi§té preménily
sukcesi zpét na zalesnénd mista a trvalé lesy (REINHAMMAR et al. 2002). ProtoZe ubyva nebo
zcela mizi pastva ovci a koz, nejvice utrpély druhy orchideji rostouci na pravidelné sekanych ci
pasenych stanovistich (JERSAKOVA et KINDLMANN 2004).

Ve volné prirodé dochazi i k nelegdlnimu sbéru orchideji, kde se jedna primarné o
orchideje tropli a mediteranu a jejich nasledny vyvoz do zahrani¢i. Nebo o druhy, v Ceské
republice rostouci, které si lidé odnaseji z diivodu atraktivity do svych zahradek (PROCHAZKA
1980).

2.1.5 Legislativa

Druh Anacamptis morio podléha ochrané mezinarodni amluvy CITES, podle narizeni rady (ES) ¢.
338/97 O ochrané druhii volné zijicich Zivocichli a plané rostoucich rostlin a regulovanim
obchodu s nimi. Dale je chranén Bernskou umluvou, Ramsarskou imluvou na ochranu mokradt
a Umluvou o ochrané biodiverzity. V Cerveném seznamu je hodnocen jako kriticky ohroZeny druh
(kategorie CR) podle Mezinarodnfho svazu ochrany p¥irody (IUCN) a také jako kriticky ohrozeny
druh (kategorie C1b) v Cerveném seznamu Ceské republiky (GRULICH et CHOBOT 2017).

Zakonem je chranén i u nasich sousedti na Slovensku a Polsku (HOSKOVEC 2007).
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2.2 Rozsireni a ekologie druhu Anacamptis morio

2.2.1 Rozsireni ve svété

Rudohlavek kukacka (Anacamptis morio) se vyskytuje témér po celé Evropé. Nenalezneme ho
pouze v nejsevernéjSich oblastech. Zasahuje do temperatni i meridionalni floristické zdny.
Zapadni hranice arealu probiha severni Afrikou, vychodnim Spanélskem a Francii. Severni hranice
protina Skotsko a sméruje do jizni Skandinavie, Pobalti a na jihovychodé saha az ke Kaspickému
mofi. VjiZnich a vychodnich C¢astech aredlu vCetné severni Afriky se nevyskytuje zminény
poddruh Anacamptis morio subsp. morio, ale poddruhy jiné jako napft. caucasica, picta a morio

subsp. longicornu (JERSAKOVA et PRUSA 2021).

2.2.2 Rozsiteni v CR

Mattioliho herbar, ktery je nejstarsi dochovanou pisemnou zminkou o Anacamptis morio, ndm
umoziluje dokazat vyskyt druhu na ¢eském tzemi uz roku 1562. MiiZeme ale predpokladat, Ze u
nas rostl uZ mnohem drive. V priibéhu 19. stoleti, kdy dochazelo k floristickym prizkumim
naseho uzemi, byl rudohlavek kukacka zaznamenan roztrouSené po celé nasi zemi a patfil
Od 60. a 70. let minulého stoleti doSlo k velkému ubytku jeho lokalit a zaroven ke snizeni
pocetnosti zbyvajicich populaci, a to hlavné z diivodu zmén v managementu krajiny. Za soucasné
hlavni pric¢iny ubytku lokalit rudohlavku kukacky povaZzujeme kromé zmén v obhospodarovani
také zmény v charakteru vegetace ¢i acidifikaci a eutrofizaci prostiredi (JERSAKOVA et PRUSA
2021). V zaznamech od roku 2010 nalezneme vyskyt druhu zejména na tzemi Zlinského,

Karlovarského, Jiho¢eského a Plzefiského kraje (Obr. 2) (PRAUSOVA et al. 2021).
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Obrazek 2 V§skyt Anacamptis morio na tzem{ CR podle zaznamt ND OP (data pievzata od AOPK
CR 2022)

2.2.3 Sledované lokality

Na tzemi nékdejsiho Vychodoceského kraje, dnes kraje Pardubického, Kralovéhradeckého a ¢asti
Libereckého bylo v minulosti znamo 212 lokalit, které byly roztrousené pievazné v mezofytiku,
termofytiku a vyjimecné v podhtri. Zacatku 90. let minulého stoleti se jich dochovalo pouze 10 %
(PROCHAZKA 1980). V minulosti se druh vyskytoval na vice neZ 60 lokalitdch v Pardubickém
kraji a na vice nez 25 lokalitach v kraji Kralovéhradeckém (Obr. 3) (PRAUSOVA etal. 2021)

Piirodni pamatka U Vinic, nachazejici se severovychodné od Vysokého Myta, predstavuje
zbylé uzemi ptivodné vlhkych luk. Plidni horizont, ktery z nejvétsi casti tvori slatinny humolit, je
porostly bezkolencovou loukou, v severovychodni ¢asti ovsikovou loukou a ve stifedu louky
pirechazi na vegetaci slatinnou (FALTYSOVA et BARTA 2002). Databaze PLADIAS uvadi prvni
zaznam druhu na Uzemi mezi Vinicemi a Babkou z roku 1899. V dnesni dobé je populace
Anacamptis morio velmi slab3, jeji velikost dosahuje maximalné péti jedinct a vyskyt je na okraji
louky podél chatové oblasti. Na poklesu jedinci populace se podilela nevhodné zvolena sec a
ponechéavani nepokoseného pasu (PRAUSOVA et al. 2021).

VstavacCova louka, ktera je pozlstatkem slatinné louky v nivé, je prirodni pamatkou
v okrese Usti nad Orlici pobliZ obce Choceri (FALTYSOVA et BARTA 2002, HORAK 2009, RESLOVA
2010). Prvni zminka o vyskytu druhu je uvadéna FALTYSEN roku 1978 (PLADIAS 2022). Populace
Anacamptis morio, ¢itajici do péti jedincti, se nachazi v ochranném pasmu prirodni pamatky. Na
lokalité v blizkém okoli jednotlivych jedinci dochazi k seCeni v pribéhu vegeta¢niho klidu, kdy

jsou jiz tobolky zralé a biomasa je odvaZena mimo lokalitu (PRAUSOVA et al. 2021).
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Vyskyt Anacamptis morio v blizkosti Chvojence, Vysokého Chvojna a okoli Holic je doloZen
uz roku 1942. Konkrétné na lokalité louka u Smilku je druh uvadén az v roce 2010 v po¢tu do Sesti
jedinci. Populace zde roste vlesnim lemu jednoho z remizii stromové zelené a aktualné pocetnost
klesla na jednoho az dva jedince z diivodu nerespektovani ochrannych podminek (PRAUSOVA et
al. 2021).

Sportovni letisté Dvorisko u Chocné, piivodné slouZilo jako extenzivni pastviny a louky,
nikdy v8ak nebyly uZivany k intenzivnimu zemédélstvi. Tato lokalita nenese Zadny status ochrany
a prvni zaznamenané nalezy na lokalité jsou uvadény FALTYSEM roku 1978. Jedinci zde obsazuji
vlhké i sussi ¢asti lucniho porostu a jsou zavisli na pravidelné seci, ktera ho udrzuje nizky.
Populace Anacamptis morio je na této lokalité specificka zejména svou velikosti, jeji pocetnost se
v poslednich letech pohybuje okolo 2000 fertilnich jedincl. Tato stabilni populace disponuje
jedinci se véemi znAmymi odstiny barev kvétd, coz vypovida o velmi vysoké diverzité (PRAUSOVA
etal. 2021).

Prirodni rezervace Mazurovy chalupy, kterou tvori slatinné, bezkolencové a mezofilni
louky, se nachazi u samoty U Mazury kousek od obce HodéSovice. Populace na této lokalité je
druhou nejpocetnéjsi v Pardubickém kraji a vychodnich Cechich (PRAUSOVA et al. 2021).
Vyzkum PRAUSOVE a MASKOVE (2012) ukazal, Ze Anacamptis morio roste v nejsussich ¢astech
bezkolencové louky. Dlouhodobé odlesnéné tzemi porostlé lu¢nimi spolecenstvy spravuji
Méstské lesy Hradec Kralové, a.s. (PRAUSOVA 2000). Druh je na lokalité znam od 80. let minulého
stoleti (PLADIAS 2022) a jeho pocetnost se zvySila od roku 2013 a 2014, kdy byly na lokalité
vystavény tii oplocenky okolo mist ojedinélého vyskytu, do nichZ byly provedeny repatriace hliz
a semen. Oploceni chrani populace proti zvéfi a jejich okusu ¢i ryti. Populacim prospélo i zavedeni
managmentu, kdy se oplocenky a jejich tésné okoli se¢e pomoci kosy nebo kiovinofezu na zac¢atku
zati a nasledné se biomasa shrabava. Od roku 2016 do roku 2019 pocet jedincti kolisal z diivodu
negativnich faktori (mrazové dny, poskozeni hlodavci, nizky Ghrn srazek) (PRAUSOVA et al.
2021).
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Vstavaé kukacka (Orchis morio), lokality v. Cechyr. 1950  Vstavac kukacka (Orchis morio), lokality v. Cechyr. 2010
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Obrazek 3 Rozsiteni Anacamptis morio ve Vychodnich Cechach v roce 1950 a 2010 (pievzato z:

JEZEK 2013)

2.3.1 Fenologie

RaSeni rostlin rudohlavku kukacky nastava v zari nebo zacatkem fijna, kdy nastupuje obdobi
ristu nadzemnich organt. Rostlindm nartstaji listy a kvétonosné lodyhy, které nesou az do
poloviny dubna (JERSAKOVA et KINDLMANN 2004). Zimu pieckavaji ve stadiu listové riZice.
Dal$imi druhy orchideji, které rostou na naSem uzemi a maji podobny fenologicky cyklus, jsou
napiiklad vstava¢ osmahly (Neotinea ustulata), vstavacl trojzuby (Neotinea tridentata) Ci totice
V pritbéhu jara dortista listova rizice a v kvétnu nastava hlavni doba kveteni (JERSAKOVA et
PRUSA 2021). MiiZe nastat stav, kdy jedinec nebo celd populace zapo¢nou kveteni uz v poloviné
dubna, to nazyvame vedlejsi doba kveteni. Naopak pozdéjsi doba kveten{ je zaznamenavana do
poloviny ¢ervna (JERSAKOVA et KINDLMANN 2004). Zralé tobolky nalezneme na rostling
v Cervnu a béhem cervence nadzemni ¢ast rostliny odumira. Zasobni latky, potiebné k ristu a
kveteni, poskytuje rostliné lonska hliza. Zaroven rostlina uklada produkty fotosyntézy do hlizy
nové. V dobé kvétu ma tedy hlizy dvé, z nichZ ta loniska se scvrkava a béhem léta zcela odumira

(JERSAKOVA et PRUSA 2021).
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2.3.2 Opylovaci

ProtoZe jsou orchideje tak rozmanité, i jejich opylovaci systémy jsou hodné variabilni. Mezi
vstavacovitymi a opylovaci existuje mnoho vztahti. Nékteré druhy mohou byt opylovany cetnymi
taxony, zatimco jiné jsou specializované a vazané na jeden konkrétni druh opylovace. Tropické
druhy s velkymi kvéty jsou opylovany tfeba i netopyry nebo ptaky, zatimco nase druhy ve vétsiné
ptipadt zastupci Fadu blanok¥idli (véely, émeldci), dvoukiidli nebo motyli (CHYTRA 2015).
Mnoho orchideji pouziva k prilakani opylovaci néjakou formu klamu a nespoléha na to, ze
opylovac¢ hleda nektar. Klamou naptiklad fyzickym vzhledem (tvar kvétenstvi, barva kvétu),
chemickymi podnéty (viiné€) nebo jejich kombinaci. U druhu Anacamptis morio se pravé o salivé
kvéty jedna a opylovaci jsou primarné ¢melaci, zejména ¢melac¢i kralovny a samotaiské vcely.
V Ceské republice jsou nejvyznamnéj$imi opylovadi Anacamptis morio ¢meldk zemni a ¢melak

skalni (JERSAKOVA et al. 2002).

2.3.3 MyKkorhiza

Zptsob, kterym se orchideje vyvinuly odlisné od jinych rostlin, je jejich vztah s mykorhiznimi
houbami. Jedna se o specialni vztah tykajici se urcitého druhu hub a podzemnich organti rostliny
(GRYNDLER et al. 2004). Jejich specializace vedla k silnému spoléhani se na mykorhizni houby
alesporii v nékterych fazich jejich zivotniho cyklu, hlavné béhem klic¢eni. To je zptisobeno zejména
malou velikosti semen, §patné smocitelnym osemenim, nedokonale vyvinutym bezdéloznym
embryem a absenci endospermu, to znamena, Ze nemaji dostatek vyzivujicich zasob nezbytnych
pro uspé$né kliteni a nasledny vyvoj protokormi (PRUSA 2005). Dale je to zpiisobeno
modifikovanym kofenovym systémem, kde dochazi k malému vétveni silnych kotenti a korenové
vlaseni téméi chybi (SZKANDEROVA 2006). Velka produkce semen u orchideji ndm miiZe nazna¢it
vysokou umrtnost semen i sazenic (RASMUSSEN 2006).

Orchideje jsou rtzné zavislé na mykorhize v pribéhu jejich ontogeneze, proto je mtizeme
roziadit do tff skupin. Prvni skupinou jsou mykotrofni nezelené orchideje, druhou jsou zelené
orchideje lesnich stanovist zavislé na mykorhize po celou dobu ontogeneze a treti zelené
orchideje otevienych stanovist zavislé na mykorhize pouze v casnych stadiich ontogeneze
(PRUSA 2005).

Pro nezelené orchideje jsou typické zakrnélé listy, které castecné nebo Uplné postradaji
chlorofyl. Nahrazuji je bezbarvé, nazloutlé nebo hnédavé Supiny bez pokozkovych priduchi. Do
skupiny nezelenych orchideji rostouci v Ceské republice fadime napiiklad hlistik hnizdak (Neottia
nidus-avis), ktery ztratil schopnost asimilace a tim se stal plné zavislym na fykobiontu, ktery mu
poskytuje uhlikaté latky. Druha skupina je sice schopna asimilovat, maji zelené listy s obsahem
chlorofylu, ale vyprodukované latky fotosyntézy jeSté potiebuji doplnit o uhlikaté latky

prostrednictvim fykobionta. Tak tomu je po celou dobu jejich ontogeneze. Zastupcem této skupiny
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je napriiklad okrotice cervena (Cephalanthera rubra). Treti skupinu, do které lze zatadit napriklad
vstavac vojensky (Orchis militaris), tvori druhy, pro které je mykorhiza dilezita zejména v ¢asnych
stadiich ontogenetického vyvoje. Poté, co vytvori zelené asimilujici listy se stavaji autotrofnimi.
Naleznout miZeme i druhy, které vykazuji prechodové znaky mezi prvni a druhou skupinou nebo
mezi druhou a tieti (PRUSA 2005).

Endomykorhizu mtizeme rozdélit na typy arbuskularni, erikoidni, monotropoidni,
arbutoidni a orchideoidni. Orchidejova mykorhiza predstavuje evolu¢né nejmladsi typ mykorhizy
a byva vytvarena druhy hub, které obvykle sjinymi druhy cévnatych rostlin formuji
ektomykorhizu (PRUSA 2005). Orchideoidni mykorrhizu tvofi zejména rody hub Rhizoctonia,
Epulorrhiza, Ceratorhiza €i Moniliopsis (GRYNDLER et al. 2004).

Podle charakteristického usporadani struktur fykobiont miiZzeme orchidejovou
orchidejové mykorhizy, charakteristicky vytvarenim klubi¢ek hyf (smotki, pelotoni) (PRUSA
2005). Houba infikuje rostlinu z ptdy, jeji hyfy proristaji korenovou epidermis a osidluji buniky
hostitele, piesnéji korovy parenchym. Sifeni houbovych vlaken je omezeno na primarni kiiru
korene, do stiedniho valce nikdy neprortstaji. Pokud se houbova infekce plné rozvine, mizeme
v primarni kie koreni rozlisit az tii zony. Prvni je zéna rozvoje mycelii v bunikach hostitele. Tam
dochazi k vétveni a rlstu hyf, které Castecné vyplnuji vnitini prostor bunék, ale netvori se zde
klubicka. Druha z6na, smérem ke stiednimu valci kotrene, obsahuje vrstvu tzv. stravovacich bunék
a bunék hostitelskych, v této vrstvé uz nachazime i klubicka houbovych hyf, ktera mohou byt jak
v neporuseném stavu, tak jiz mohou podléhat degradaci do formy mrtvé kompaktni hmoty. Tento
proces se mize odehravat jeden den, nebo aZ jeden mésic po vytvorreni smotku (GRYNDLER et al.
2004, PRUSA 2005). Tuto degradaci chapeme jako obrannou reakeci hostitelské buiiky, ktera se
chrani pred piilisnym rozvojem potencionalné patogenniho organismu (SZKANDEROVA 2006,
SEDLAROVA 2011). Mnohdy dochazi k opétovné kolonizaci bunék a nasledné tvorbé novych
smotkl. Nékdy byva vytvorena i teti zona, nachazejici se nejbliZze strednimu valci. Tato vrstva
obsahuje zasobni buiiky se $krobovymi zrny, které nenesou zadné znamky endofyt (PRUSA 2005).

Ptyofagni typ orchidejové mykorhizy se nachazi pouze u nékolika druhl tropickych
nezelnych orchideji. Charakteristicky je tim, Ze se zde nevyvijeji husta klubicka hyf. Dochazi zde
ke kolonizaci bunék primarni kliry kotfene a v hlubSich vrstvach kortexu k prasknuti hyfy. Hyfa
penetruje hostitelskou buiiku, jeji vrchol praskne, rozkldda se a jeji obsah se uvoliiuje do

ptyozomu v cytoplazmé hostitelské burnky (PRUSA 2005).
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Obrazek 4 Formy orchidejové mykorhizy (pievzato z: SZKANDEROVA 2006)

2.3.4 RozmnoZovani a kliceni semen

Druh se rozmnoZuje prevazné generativné a vyvinuly se u néj zajimavé mechanismy opylovani.
Napadné kvéty s vyraznou ostruhou fadime mezi $alivé, proto rudohlavek kukacka dominuje
velkou variabilitou barvy kvétl. Maji navic dlouhovéké kvéty, které dokazou bez opyleni kvést az
dvacet dni. Pro hmyz atraktivni kvéty jsou sice samosprasné, ale zcela zavislé na prenosu pylu
opylovaci. Hmyz obvykle za¢ina svou navstévu na spodnich kvétech a pokracuje smérem vzhiru,
rychle ale odhali absenci odmény, proto navstivi v priiméru pouze dva kvéty na rostliné. V kvétu
se nachazi dvé brylky, které mohou opylovaci pienaset po jedné ¢i spolecné. Kapsicka v kvétu
obsahuje lepivé terc¢iky brylek, které se na opylovace pevné ptichyti hned, jak se ji celem nebo
sosakem dotknou. Stopecky brylek se ohnou do pozice, ve které mtize dojit ke kontaktu s bliznou
umisténou nad ustim ostruhy. Na tu se pak miZe nalepit ¢ast brylky a zbytkem mtize hmyz
opylovat i nékolik dal$ich kvétt (JERSAKOVA et PRUSA 2021).

Kromé generativniho rozmnozovani se muze rudohlavek kukacka rozmnozZovat i
vegetativné. Rostlina vytvori misto jedné hlizy vétsi pocet novych hliz, které se po zaniku hlizy
matei'ské od sebe oddéli. Tim vznikaji dcefiné rostliny (JERSAKOVA et PRUSA 2021). Touto
formou se pravdépodobné rudohlavek kukacka rozmnozuje na lokalitach, kde zapojeny porost
miuze branit uchycenf a vyklic¢eni drobnych semen (PRUSA 2005).

Semeno, které neobsahuje prilis zasobnich latek, se sklada pouze z embrya a osemeni,
které ho kryje. Embryo je jedinou Zivou ¢asti semene a obal odumfielych bunék pravdépodobné
poskytuje mechanickou bariéru a chrani ho pred okolnimi vlivy prostiedi. Jedinym zdrojem zasob
je tedy samotné embryo, které obsahuje mensi mnozstvi proteing, lipidi a vyjimecné také skrobfi,
to vSak neni dostacujici k tomu, aby vyrostl mlady jedinec. Pokud dojde ke splnéni podminek
vhodnych pro Kkliceni, zacne se embryo prijimanim vody zvétSovat. ZvétSovani objemu bunék

zplsobuje protrzeni osemeni. Embryonalni bunky produkuji utvary, které jsou podobné
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korenovym vlasklim, k tomuto procesu vyuzivaji pouze své vlastni zasoby. Nejdrive dochazi
k hydrolyze proteinovych télisek a nasledné ke sStépeni lipida (PONERT 2016). Tim ale semeno
své zasoby vycerpa a musi navazat mykorhizni symbiozu, kterd je zdrojem chybéjici energie
(PROCHAZKA et VELISEK 1983). Proces mykorhizy probiha tak, jak jiz bylo popsano vyse.

Pokud bylo kli¢ici embryo schopno navazat mykorhizni symbi6ézu, mize déle rist.
Délenim embrya vznika stale se zvétSujici ovalny utvar, ktery ale neobsahuje zadny meristém.
Ovalny utvar vznikd pouze zvétSovanim embrya, nikoli rlistem z délivého meristému, z toho
divodu nemize byt nazyvan napiiklad kofenem. Pro tento utvar byl proto zaveden specialni
termin protokorm. Casti protokormu se b&hem riistu nevyviji stejné. Buiiky na apikalnim konci se
déli rychleji, ale zlistavaji mensi a postupné tak utvari prvni meristém jedince. Butiky na bazalnim
konci protokormu se délit prestavaji, zvétSuji se a zvysuji obsah DNA (PONERT 2016). Mykorhizni
struktury jsou také jen na bazalnim Kkonci, protokorm tak ziskava vyzivu pro rdst prvniho
organizovaného pletiva (meristém prytu). V této fazi nese protokorm pouze korenové vlaseni.
Dalsi vyvoj probiha tak, Ze jako prvni se ze shluku bunék diferencuje déloha, a poté se vytvori v
pupenu na hlizce dalsi listy. V této fazi uzZ je mozné pozorovat postranni koren diferencujici se
endogenné. Ten zatahuje klicici rostlinu do pldy a dalsi koren, vytvoieny pod listem, se zacne
ménit v kulovitou hlizku (PROCHAZKA 1980). Protokorm ¢asem zanika a je nahrazen koteny, ve
kterych mykorhiza pokracuje. Dokud nedojde k olisténi rostliny, jsou podzemni organy plné

zavislé na mykorhize (PONERT 2016).
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3 Metodika
3.1. Monitoring populaci na vybranych lokalitach

Monitoring populaci probihal na jare 15.5.2021 v hlavni dobé kveteni. Realizovaly jsme ho
s vedouci BP a jednalo se o pét lokalit na izemi byvalého Vychodoceského kraje (Obr. 5).

Prvni vybranou lokalitou byly Mazurovy chalupy, na kterych uz dlouhodobé monitoring probiha
a jsou zde vystavény 3 oplocenky s populacemi. V minulosti byla k pozorovanym jedincim
pridélena c¢isla na hlinikovych Stitcich, které jsou zanofené v zemi v blizkosti rostliny. Podle
starych zaznami byly Stitky u jednotlivych jedinci hledany. Pokud byl nalezen, bylo zaznamenano
jeho ¢islo a pocet sterilnich nebo fertilnich rostlin mu naleZicich. K tomuto kroku byla potieba
pouze pinzeta, kterou jsme v zemi Stitky dohledaly. V oplocenkach se nachdazely i rostliny nové,
tzn. bez stitku, ty jsme zaznamendavaly také. Monitoring jsme provadeély i vné oplocenek, kde se
nékteri jedinci nachazeli.

U kazdé rostliny na lokalité, ktera méla Stitek s ¢islem, jsem zaznamenavala morfologické

znaky. Pokud byla rostlina sterilni, pocitala jsem pocet listi a pomoci pravitka mérila rozméry tri
vybranych listii (délku a $itku). U rostlin fertilnich jsem provadéla stejné méteni listi doplnéné o
meéieni vysky lodyhy a pocet kvétli. Takto jsme postupovaly ve vSech oplocenkach na lokalité. Tato
data nam slouzila k porovnani populaci s monitoringem realizovanym roku 2014.
Druhou dtlezitou lokalitou pro mij vyzkum bylo Dvorisko. Na této lokalité byl monitoring
provadén odliSné nez na ostatnich lokalitach, a to z diivodu velkého poctu jedinci Anacamptis
morio. S pomoci kolegii jsme utvofili rojnici, kde mél kazdy z nas na starost koridor o Sitce cca 2
metry, ve kterém pocital pocet jedinci. Takto jsme spolecné obesli cely areal Dvoriska a secetli
sva Cisla, abychom dosahli kone¢ného poctu rostlin. Pro zaznam morfologickych znakl bylo
vybrano 5 fertilnich rostlin, kde jsem provedla stejnd méreni (pocet, délka a Siika listd, délka
lodyhy a pocet kvétii), jako na ostatnich lokalitach.

Dal$imi lokalitami monitoringu byly prirodni pamatka U Vinic, prirodni pamatka
Vstavacova louka, Chvojenec u Smilku. V pfirodni pamatce U Vinic jsem u jedince nalezla Stitek,
zapsala jeho Cislo a provedla morfologické méreni zminéné vyse. V prirodni pamatce Vstavacova
louka jsem provedla monitoring, zaznamenala jak oznacené jedince s Cislem, tak i bez néj a
provedla morfologické méreni. Na lokalité Chvojenec u Smilku jsem postupovala stejné jako
v predchozich pripadech.

Informace a hodnoty ziskané monitoringem jsem zpracovala do excelové tabulky pro lepsi

srovnani s hodnotami z minulych let.
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Obrazek 5 Mapa umisténi vybranych lokalit

3.2 Shér tobolek z uméle zaloZenych kultur

Zralé tobolky se semeny mi byly poskytnuty panem MiloSem Andresem. Sbéry probihaly v uméle
vytvorenych kulturach ve vegetacni sezéné roku 2020. Rostliny v umélé kulture pochazi ze semen
z lokalit Mazurovy chalupy a Dvorisko. Poskytnuto mi bylo 5 tobolek z Mazurovych chalup, 5
tobolek z Dvoriska a 5 tobolek kiiZencl téchto dvou lokalit. KiiZenci vznikly asistovanym
opylovanim, kdy byl pyl jedince z Dvotiska ru¢né prenesen na kvét rostliny z Mazurovych chalup,
nebo opacné. Tyto tobolky jsem uchovavala jednotlivé ve sklenénych zkumavkach uzavienych
vickem, abych zabranila ztraté semen, a popsala je lihovym fixem Mazurovy chalupy 1-5, Dvorisko

1-5 a KtiZzenci 1-5. Dalsi sklizen tobolek Mazurovych chalup v kulture byla uskutecnéna

nasledujici vegetactni sezonu 2021.

3.3 Pozorovani tobolek a semen
Pomoci stereolupy Keyence typu Digital MicroscopeVHX-700 Series byly pozorovany drobné,
okem hiife pozorovatelné ¢asti. Stereolupa byla vyuzivana primarné pro pozorovani a foceni

tobolek a semen uloZenych uvnitf. Ke snimkidm byl pouzit bily i cerny podklad, ktery je soucasti
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vybaveni stereolupy. Jednotlivé tobolky byly vlozeny pod objektiv stereolupy, byla nastavena
potiebnd intenzita svétla a vhodné zvétSeni. Pro zachyceni celé tobolky bylo zvoleno zvétSeni 6x,
zvétSeni 16x nebo 26x pro pozorovani semen uvnitf tobolek. Jednotlivé snimky byly pofizovany
funkci 3D snimkovani, kdy byl povrch objektu zaostfovan v rliznych vrstvach a vysledkem byl
kompletné ostry snimek (Priloha 1). Druhou funkci stereolupy, ktera byla vyuzivana, bylo méreni
délky. Tato funkce byla vyuzita pro méreni délky tobolek (Priloha 2). Snimky samotné a poté
snimky s hodnotami délky byly ukladany pod jmény lokalit ¢i kiiZenct do zalozek.

Semena byla dale pozorovana pod mikroskopem typu Zeiss Axioscope 5 Digital
Microscope. K tomuto kroku byla vyuzita pinzeta k vyjimani semen ze zkumavek, podlozni a kryci
sklicka, mezi ktera byla semena vkladana. Mikroskop nam umoznil pozorovani s moznosti riizné
intenzity osvétleni a zvétSeni. K zachycenf{ ostrého snimku bylo vyuzito funkce sloZeni vysledného
snimku z dil¢ich snimkd, kdy byla manualné nastavena nejvyssi vrstva objektu a mikroskop poté
obraz sam zaostioval ve vrstvach dalSich. ZvétSeni vyuzivana v tomto kroku byla 50x a 100x.
Nezbytnou funkci bylo i méreni rozméra (délka a Sirka semen a jejich embryi), které byly vyuzity
pro méten{ délky a Sirky semen a jejich embryi.

Ke zjisténi charakteru semen v tobolkach byly vytvoreny tii skupiny (obr. 6, 7, 8), do
kterych byla semena podle stupné vyvinu embrya azena:

1) semeno bez vyvinutého embrya
2) semeno s méné vyvinutym embryem

3) semeno s plné vyvinutym embryem

Obrazek 6 Semeno Anacamptis morio bez vyvinutého embrya - 1. stupeii vyvinu
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Obrazek 7 Semeno Anacamptis morio s méné vyvinutym embryem - 2. stupeil vyvinu

Obrazek 8 Semeno Anacamptis morio s plné vyvinutym embryem - 3. stupen vyvinu

Z kazdé zkumavky, obsahujici tobolku, byla odebirana ¢ast semen a zjiStoval se pocet
semen v danych stadiich pod mikroskopem. Tento proces pokracoval, dokud nebylo v odebranych
semenech napocitino 100 plné vyvinutych semen. Tento postup byl aplikovdn na vSech
zkumavkach z Mazurovych chalup, Dvoriska a krizenct. Zkumavky Mazurovy chalupy 3 a Ktizenci
2 byly podrobeny opakovanému ndhodnému odebrani semen pro potvrzeni obsahu danych stadii

a byly oznaceni jako Mazurovy chalupy 3B a KriZenci 2B.
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Pro méreni byla z kazdé zkumavky vybrana tfi plné vyvinuta semena, u kterych byly
méreny $irky a délky semene, Sitky a délky embrya, vSechny tyto hodnoty byly zaznamenavany v

pum (mikrometry).

3.4 Barveni Zivych casti semen

Barveni bylo provadéno pro zvysSeni kontrastu embrya a diikazu obsahu zivych bunék. Semena
byla pinzetou vloZena na podlozni sklicko, pipetou na né bylo naneseno barvivo 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride (TTC) a prekryto sklickem krycim. Takto pripraveny preparat
s barvivem byl ponechan pisobeni po dobu 24 hodin a poté pozorovan pod mikroskopem typu
Zeiss Axioscope 5 Digital Microscope, ktery nam opét umoznil pozorovani s moznosti rizné
intenzity osvétleni a zvétSeni a zachyceni ostrého snimku pomoci funkce sloZzeni vysledného

snimku z dil¢ich snimk (Piiloha 3).

3.5 Zalozeni in-vitro kultur

Pro zaloZeni in-vitro kultur bylo z kazdé zkumavky odebrano 50 plné vyvinutych semen a byla
vloZena do malych plastovych zkumavek s vickem. Celkem bylo pouZito 200 plné vyvinutych
semen z kazdé lokality. Pro zaloZeni kultury byla vyuZita laboratoi vybavena laminarnim flow
boxem Kk dosaZeni sterilniho prostiedi. Pomicky vyuZzivané pro zalozeni in-vitro kultur byly
kultiva¢ni médium Phytamax orchid maintenance medium od spole¢nosti SIGMA-ALDRICH (¢islo
produktu: P6668), Petriho misky, injek¢ni strikacky, kadinky, rukavice, tenka latka, sklenéné
tycinky.

Zalozeni in-vitro kultur bylo provedeno 30.4.2021 a pro kazdou lokalitu byly zaloZeny 4
Petriho misky (12 Petriho misek celkem). Prvnim krokem byla priprava injek¢nich strikacek pro
jejich pouziti pri dezinfekci semen. Maly kus latky byl umistén do naboje jehly, aby semena
nemohla proniknout a poté byly stfikacky vybaveny jehlami. Jakmile byla injekéni stiikacka
sestavena, pist byl odstranén a semena do ni byla vloZzena pomoci podélné slozeného kusu
filtracniho papiru. Po priddni semen byly pisty zatlaceny do injek¢nich strikacek. Takto
pripravené stiikacky nam umoznily ménit roztoky se semeny, ktera zlistavaji uvnitf sttikacky. Pro
dezinfekci semen byl do stfikacky nasavan 70% roztok ethanolu (aZ do poloviny objemu
stiikacky), stiikacka se protfepala a roztok se po dvou minutach odstranil. Nasledovalo prani
destilovanou vodou, které jsme provadély ve tiech opakovani. Déle byl aplikovan dezinfek¢ni

5% roztok Ca(0OCl),, ktery jsme nechaly pusobit po dobu 20 minut a nasledovalo dalsi promyvani

destilovanou vodou. Pro seti na kultivaéni médium bylo do stifkacky nasato malé mnoZstvi
destilované vody (1-5ml) a jehla slatkou byly odstranény. Semena v injek¢ni stiikacce byla

protrepana, aby se ziskala homogenni suspenze, a poté okamzité vytlacena na kultivacni médium
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v Petriho misce. Pak byla Petriho miska uzaviena a semena se rozprostiela na povrchu média
mirnym horizontalnim ota¢enim. Zbyvajici voda se snadno vstfeba do agarového média.
V pribéhu dezinfekce a prevadéni semen z injek¢ni stiikacky na kultiva¢ni médium mohla byt
néktera semena ztracena (prosla skrz latku ¢i uvizla ve strikacce), vysledky se tak vztahuji pouze
na dohledatelnd semena v Petriho miskach. Petriho misky byly utésnény vrstvou parafilmu
z diivodu uchovani sterility a umistény kultivacniho boxu. Kultivace probihala v kultiva¢nim boxu
za nasledujicich podminek: ve dne (15 hodin) pfi 21°C, vnoci (9 hodin) pfi 14°C. Metodika
zaloZeni in-vitro kultury byla prevzata z publikace European orchid cultivation - From seed to
mature plant (PONERT et al. 2015).

Sledovani in-vitro kultur probihalo kaZdych 14 dni od 14.5.2021 do 9.8.2021 na stereolupé
Keyence typu Digital Microscope VHX-700 Series. Pro zaznamenani stadia vyvoje byly rozliSeny 4
faze (obr. 9-12), do kterych se semena v pribéhu kultivace radila:

1) mirné nabobtnalé rezavé semeno
2) mirné nabobtnalé bilé semeno
3) hodné nabobtnalé kulovité bilé semeno

4) puceni zarodku

Objektiv: E100 : X100

Zvétseni mikroskopu : X32 1000.00pm)|

Obrazek 9 Mirné nabobtnalé rezavé semeno - 1. stddium vyvoje pti kultivaci
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Objektiv: E100 : X300]

Zvétseni mikroskopu : X96

Obrazek 10 Mirné nabobtnalé bilé semeno - 2. stddium vyvoje pii kultivaci

Objektiv: E100 : X200
Zvétseni mikroskopu : X64 1000.00pm)|

Obrazek 11 Hodné nabobtnalé kulovité bilé semeno - 3. stddium vyvoje p¥i kultivaci
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Objektiv: ES00 : X500

Zvétseni mikroskopu : X160) ' 2 > ¢ 100.00um

Obrazek 12 Puceni zarodku - 4. stadium vyvoje pti kultivaci

Ke sledovani a porizovani snimki byl vyuzit sklenény podklad pro dosazeni vyssiho
prosviceni. ZvétSeni, pouzita pro sledovani riznych stadii vyvinu, se pohybovala od 32x do 160x.
Jednotlivé snimky byly porizovany funkci 3D snimkovani, kdy byl povrch objektu zaostiovan
v riznych vrstvach a vysledkem byl kompletné ostry snimek. Pocty jednotlivych vyvojovych stadii
semen na Petriho miskach byly zaznamenavany, dokud to bylo moZné. Pozorovani bylo ukonceno

po kontaminaci kultury jinymi mikroorganismy (plisné, bakterie).

3.6 Zpracovani vysledki

Data monitoringu byla zpracovana do tabulek Microsoft Excel k prehlednému porovnani s daty
zroku 2014 a 2015. Ziskana data z méreni semen a embryi byla zpracovana do krabi¢kovych
grafl. Z vysledk( pomért semen v tobolkach byly vytvoreny sloupcové grafy a vyvoj semen v in-
vitro kulturach byl zpracovan do grafti spojnicovych. Srovnani rozdild vyvinutych semen, (vCetné
jejich zarodk) sklizenych v jednotlivych letech bylo provedeno pomoci metody ANOVA s dvéma
faktory (A: vyvinutost embrya: 1 - vyvinuta, 3 - nevyvinuta, B: rok sbéru semen). U poc¢tu semen
byla pouzita logaritmicka transformace. Vzajemné srovnani rozdil vyvinutych semen na rtiznych
lokalitach bylo provedeno metodou Anova s dvéma faktory (A: vyvinutost embrya 1 - vyvinutj, 3

- nevyvinutj, B: lokalita). Data nebyla transformovana. Parametry semen a embryi byly srovnany
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pomoci jednocestné ANOVY (semena - bez transformace dat, Sirka embrya - logaritmicka

transformace).
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4 Vysledky

4.1 Monitoring populaci ve vychodnich Cechach v roce 2021

Monitoring probéhl na péti lokalitdch: Mazurovy chalupy, louka u Smilku, PP Vstavacova louka,
Dvotisko a PP U Vinic. Nejvétsi populace o 2379 jedincich je na lokalité Dvotisko, druhou nejvétsi
lokalitou jsou Mazurovy chalupy (25 fertilnich, 31 sterilnich). Nejmensi populace jsou na
lokalitach: Chvojenec u Smilku (1 fertilnf), U Vinic (1 fertilni, 1 steriln{), Vstavacova louka (4
fertilni, 3 sterilni) (Obr. 13, 14). Kvantitativn{ monitoring byl zaméfen na pocty sterilnich a

fertilnich jedinca (Ptiloha 4).
Zastoupeni jedincl na lokalitach
35
30
25
20
15

10

4

(€]

3
1 1 1

Mazurovy chalupy U Vinic u Smilku Vstavacova louka

B fertilni M sterilni

Obrazek 13 Zastoupeni fertilnich a sterilnich jedinci na lokalitach

Zastoupeni jedinc( na lokalité Dvorisko

2500 2379
2000
1500
1000

500

fertilni sterilni

Obrazek 14 Zastoupeni fertilnich a sterilnich jedincti na lokalité Dvotisko
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Kvalitativni monitoring byl zaméfen na parametry list{, lodyh a kvéta (Priloha 4).
Nejdelsi a nejsirsi listy mél jedinec rostouci na lokalité Chvojenec u Smilku. Nejkratsi listy mél
jedinec z lokality PP U Vinic, ale nejuZsi listy méli jedinci z Mazurovych chalup. Nejvyssi jedinci
s nejdelSimi lodyhami byli nalezeni na lokalité Dvotisko a jedinci s nejkratsi lodyhou v PP U Vinic.

vV

méli jedinci na lokalité PP Vstavacova louka a Chvojenec u Smilku (Obr. 15-18).

Délka listd (mm)
120

100
T

hV4

ﬁL-b

80

60

40

20

Il Mazurovy chalupy [l Dvorisko [ U Vinic [ u Smilku [l Vstavacova louka

Obrazek 15 Délka listt jedinci z vybranych lokalit

Sitka listd (mm)
25

20

15

: -

B Mazurovy chalupy [l Dvorisko B U Vinic [ u Smilku [l Vstavacova louka

Obrazek 16 Sitka listl jedinct z vybranych lokalit
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Vyska lodyhy (mm)

350

300

200 X

150
100

50

B Mazurovy chalupy [l Dvofisko [ U Vinic [ uSmilku [l Vstavadova louka

Obrazek 17 Vyska lodyhy jedincti z vybranych lokalit

Pocet kvétu
25

20

15

10

Il Mazurovy chalupy [l Dvorisko M U Vinic [ uSmilku [l Vstavaéova louka

Obrazek 18 Pocet kvéti jedinct z vybranych lokalit
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4.2 Zastoupeni stupné vyvinu semen v tobolkach
Sklizenl tobolek v kultufe probihala vroce 2020 a u tobolek Mazurovych chalup i v roce 2021
(Priloha 5). Sklizeni v roce 2021 probihala v mirné odliSném stadiu pukani tobolek, proto vzniklo
podezieni, Ze v roce 2020 byly tobolky sebrany diive a semena nemohla dostatecné dozrat. Pro
pozorovana semena byly vytvotfeny 3 skupiny, podle stupné vyvinu embrya v semenu. Polty
vyvinutych, ¢aste¢né vyvinutych a nevyvinutych semen se mezi jednotlivymi lokalitami lisily (Obr.
20). Lisily se i mezi jednotlivymi tobolkami z téZe lokality (Obr. 22-25, Ptiloha 6).

Statisticka analyza (Anova) ukazala, Ze semena sklizena v jednotlivych letech se lisila, a to
jak ve stadiu vyvinu embrya (pocty semen v rozliSovanych stadiich), tak i v kombinaci faktori

vyvin embrya a rok sbéru semen (Tab. 1, Obr. 19).

DF F P
vyvin embria 2 16,81 <0,001
rok 1 0,01 0,93
vyvin embria x rok 2 7,66 0,001

Tab. 1 OdliSnost stavu vyvinu embryi v semenech sklizenych v odliSnych letech 2020, 2021
(analyza ANOVA)

200
. rok
| O 2020
] ® 2021
150+

pocet semen
o
o

Obrazek 19 Odlisnost stavu vyvinu embryi v semenech sklizenych v odliSnych letech 2020, 2021
(analyza ANOVA)
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PocCty semen (2020)
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Obrazek 20 Pocty semen odebranych z tobolek a jejich stupen vyvinu

Statisticka analyza (Anova) ukazala, Ze semena sklizena v kulturach z riznych lokalit se
lisila, a to jak ve stadiu vyvinu embrya (pocty semen v rozliSovanych stadiich), tak v jednotlivych

kategoriich na jednotlivych lokalitach (Tab. 2, Obr. 21).

DF F P

vyvin embria 2 4,22 0,016
lokalita 2 1,07 0,343
vyvin embria x lokalita 4 5,61 <0,001

Tab. 2 OdliSnost stavu vyvinu embryi vsemenech sklizenych v kulturdch pochazejicich
z jednotlivych lokalit (analyza ANOVA)
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Obrazek 21 OdliSnost stavu vyvinu embryi v semenech sklizenych v kulturach pochazejicich

z jednotlivych lokalit (analyza ANOVA)

Stupen vyvinu semen — Mazurovy chalupy (2020)

80%
70%
60%
50%

Mazurovy Mazurovy
chalupy 1 chalupy 2
Vyvinutd 70% 15%
Castecnd vyvinuta 17% 45%
Nevyvinuta 13% 41%
M Vyvinuta

40%
30%
20%
TR AR
0%

m Céstecnd vyvinutd

Mazurovy Mazurovy
chalupy 3B chalupy 4
58% 76%
26% 13%
16% 11%

® Nevyvinuta

Mazurovy
chalupy 5

54%
14%
32%

Obrazek 22 Obsah stadii vyvinu semen z tobolek z lokality Mazurovy chalupy za rok 2020
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Stupen vyvinu semen — Dvofisko (2020)

60%
50%
40%
30%
20%
- I I
0%
Dvorisko 1 Dvorisko 2 Dvorisko 3 Dvorisko 4 Dvorisko 5
vyvinuta 20% 24% 41% 31% 19%
Castecné vyvinutd 32% 31% 30% 34% 31%
nevyvinuta 48% 45% 29% 35% 50%

Evyvinutd M ¢asteCné vyvinutda M nevyvinutd

Obrazek 23 Obsah stadii vyvinu semen z tobolek z lokality Dvorisko za rok 2020

Stupen vyvinu semen — KfiZzenci (2020)

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
- I I I
» i i o
Kfizend 1 Kfizenc 2A Kfizend 2B Kfizend 3 Krizend 4 Kfizend 5
vyvinuta 12% 62% 65% 67% 28% 84%
tastefné vyvinuta 27% 27% 27% 25% 33% 11%
nevyvinuta 61% 11% 8% 9% 39% 5%

Evyvinutd M ¢asteCnévyvinuta M nevyvinuta

Obrazek 24 Obsah stadii vyvinu semen z tobolek kriZenct z lokalit Mazurovy chalupy a Dvotisko
za rok 2020
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Stupen vyvinu semen — Mazurovy chalupy (2021)

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% l
0%
Mazurovy Mazurovy Mazurovy Mazurovy Mazurovy Mazurovy Mazurovy Mazurovy Mazurovy N::::JJOW
chaupyl chaupy2 chaupy3 chaupy4 chalupy5 chaupy6 chaupy7 chalupy8 chaupy9 mp\"
vyvinuta 89% 38% 63% 54% 46% 69% 70% 45% 61% 39%
tasteén é vyvinuta 10% 40% 30% 43% 53% 30% 28% 51% 38% 44%
nevyvinuta 1% 22% 7% 3% 1% 1% 2% 4% 1% 17%

Hvyvinutd M castetné vyvinuta nevyvinuta

Obrazek 25 Obsah stadii semen z tobolek z lokality Mazurovy chalupy za rok 2021

4.3 Rozméry pozorovanych semen a embryi

Na semenech, ktera byla sklizena v roce 2020, byly méreny parametry délka a Sitka semene

.....

.....

embrya semen byla nalezena v druhé tobolce Dvoriska a nejuzsi v tobolce ¢tvrté z téZe lokality
(Priloha 11). Nejvyssi hodnoty délky embrya byly naméreny v tieti tobolce lokality Dvorisko,

Bonferroniho test ukazal, Ze Sitka semen se 1i$i v kulturach krizencti od dvou zbyvajicich
kultur. V pripadé délky semene se odliSovala semena z lokality Dvorisko od ostatnich. Prikazné
rozdily nevysly v pripadé porovnavani parametri embryi mezi témito tremi kulturami (Tab. 3,

Obr. 26, 27).

transformace DF F P
Sitka semene 2 9,43 <0,001
délka semene 2 63,42 <0,001
Sirka embrya LOG 2 0,55 0,577
délka embrya 2 1,16 0,318

Tab. 3 OdlisSnost parametrii semen a embryi sklizenych v kulturach pochazejicich z jednotlivych
lokalit (analyza ANOVA)
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4.4 Zastoupeni vyvojovych stadii v in-vitro kulturach

Semena z lokalit Mazurovy chalupy, Dvorisko a jejich kiizencti byla kultivovana v Petriho miskach
od 30.4.2021 do 9.8.2021 (Priloha 13). RozliSeny byly ¢tyti faze vyvoje semen (embrya). Mirné
nabobtnalych rezavych semen (prvni faze) bylo nalezeno nejvice v Petriho miskach kiizencq, kde
nam i v zavislosti na case klesaji po¢ty mirné nabobtnalych bilych semen a hodné nabobtnalych
kulovitych bilych semen (Obr. 30). Nejvy$siho poctu posledni faze (puceni zarodku) dosahla
semena z lokality Dvotisko (Obr. 29). Petriho misky se semeny z Mazurovych chalup obsahovaly
vysoké mnozstvi mirné nabobtnalych bilych semen v prvnich 14 dnech pozorovani a jejich dalsi

vyvin zajistil vzestup poc¢tu hodné nabobtnalych kulovitych bilych semen (Obr. 28).
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Obrazek 28 Stupen vyvinu semen z lokality Mazurovy chalupy v in-vitro kulture
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Kultivace semen — Dvorisko
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5 Diskuze
5.1 Vychodoceské populace rudohlavku kukacky (Anacamptis morio)

Vyvoj populaci rudohlavku kukacky (Anacamptis morio) na lokalitdch byvalého vychodoceského
kraje se znacné méni zejména na lokalité Dvorisko a Mazurovy chalupy. Roku 2014, kdy byl
proveden prvni monitoring Mazurovych chalup, bylo nalezeno pouze 17 jedinci (4 fertilni a 13
sterilnich). Nejvyssi pocet jedincl byl vroce 2020, ve kterém bylo nalezeno 62 rostlin (35
fertilnich, 25 sterilnich a 2 semenacky), za timto narustem populace stoji zména managementu a
vystavéni tfech oplocenek. Ve vegetacni sezoné 2015 bylo nalezeno 22 jedinct (21 fertilnich, 1
sterilni), vroce 2016 55 jedinci (47 fertilnich, 8 sterilnich) a v roce 2017 bylo zaznamenano
sniZeni populace na 34 jedincti (19 fertilnich, 15 sterilnich), z dGvodu nizkych dhrni srazek a
vysokého poctu mrazovych dni. V roce 2018 bylo napocitino 40 jedincti (25 fertilnich, 15
sterilnich) a v roce 2019 35 jedinci (21 fertilnich a 14 sterilnich) (PRAUSOVA et al. 2021). Pii
monitoringu, ktery byl vykonan 15.5. 2021, bylo na lokalité Mazurovy chalupy nalezeno 25
fertilnich, 31 sterilnich jedincti a 1 semenac.

Vyvoj populace na lokalité Dvorisko je sledovan od roku 2013, kdy bylo nalezeno témér
1100 fertilnich jedincti (PRAUSOVA et al. 2014). Pozorovany byly pouze kvetouci rostliny a pocet
nalezenych jedinc mezi roky 2014 a 2020 se pohybuji od 1500 do 2000. Pouze ve vegetacni
sezoné 2014 a 2019 se pocet snizil pod hranici 1000 jedinct, kdy bylo v roce 2014 nalezeno 800
fertilnich rostlin a v roce 2019 500 fertilnich rostlin (PRAUSOVA et al. 2021). Nejvice jedincii bylo
zaznamenano pii naSem monitoringu 15.5. 2021 (2 379 fertilnich).

Populace rudohlavku kukacky na lokalité U Vinic neprekracuje hranici péti jedincti uz od
2017, kdy nebyli nalezeni Zadni jedinci z diivodu jejich nelegalniho odstranéni (PRAUSOVA et al.
2021). V rdmci naSeho monitoringu v roce 2021 byl nalezen 1 fertilni a 1 sterilni jedinec.

Na lokalité Louka u Smilku byl zaznamenan nejvyssi pocet jedinct v roce 2016 (6
fertilnich, 2 steriln{), 2017 (6 fertilnich) a 2015 (5 fertilnich). V ostatnich vegeta¢nich sezonach
pocet dosahoval maximalniho poétu 2 jedincéi (PRAUSOVA et al. 2021). P¥i monitoringu v roce
2021 byl nalezen jeden fertilni jedinec.

Vyskyt rudohlavku kukacky na lokalité PP Vstavacova louka citala az do roku 2020 do péti
jedincti. Nejméné jich bylo nalezeno v letech 2014 (2 fertilni) a 2017 (2 fertilni) (PRAUSOVA et al.
2021). Monitoring, probihajici v roce 2021, ndm umoznil nalézt 4 fertilni jedince a 3 sterilni
jedince.

Nejnoveéjsi vyskyty rudohlavku kukacky zaznamenané Agenturou ochrany piirody a
krajiny CR, které jsou datovany od roku 2010 do soudasnosti, jsou piedev$im v Pod$umavi,
v hornim Podyji, v predhtri Karpat, na uzemi Zlinského, Plzeniského, Karlovarského a Jihoceského

kraje, kde bylo pravdépodobné zaznamenano nejvice nalezti (AOPK CR 2022a).
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5.2 Plody a semena rudohlavku kukacky (Anacamptis morio)

Prisa (2005) uvadi, Ze plodem rudohlavku kukacky je uzce elipsoidni tobolka, ktera dosahuje
délky 15-23 mm. Tobolky pozorované vramci této prace stereolupou typu Digital
MicroscopeVHX-700 Series dosahovaly délky 14,74-18,12 mm. Rozméry tobolek se lisily jak mezi
lokalitami, tak i mezi tobolkami téZe lokality. Nejvétsi i nejmensi tobolka byla z lokality Mazurovy
chalupy. Podle studie Giilera (2016) se protahlad semana skladaji z eliptického embrya, které je
uzaviceno v prihledném obalu. Testa a embrya disponuji hnédou barvou, antiklindlni a
periklinalni stény bunék testa sitovinou, ktera je tenka, nenapadna a pricné diagonalni. Semena
zkoumané v této studii dosahovaly délky 376-640 um a Sitky 141-208 um. Embrya dosahovala
délky 124-183 um a Sitky 92-140 pum. Pritomnost eliptického embrya a tenké pri¢né diagonalni
sitoviny lze podle aktudlnich pozorovani potvrdit, ale rozméry semen i embryi se v tomto ptipadé
lisi. Zkoumana semena dosahovala délky 762-1524 pum, nejkrat$i semeno obsahovala tobolka z

lokality Dvotisko a nejdel$i semeno tobolka kiiZencl. Sitka semen dosahovala 266-460 pm.

.....

vvvvv

Dvorisko a Mazurovy chalupy. Nejuz$i embrya se také nachazela v semenech z lokality Dvorisko.
Rozméry semen i embryi byly odliSné mezi lokalitami i mezi tobolkami téZe lokality. Podle
statistickych analyz (Anova) byly rozdily v parametrech semen pochazejicich z raznych kultur
(Mazurovy chalupy, Dvorisko, KfiZenci) priikazné. U rozmérti embryi rozdily v Sifce a délce

embryi priikazné nebyly.

5.3 Kvalita semen rudohlavku kukacky (Anacamptis morio)

Zastoupeni jednotlivych kategorii semen podle vyvinutosti se mezi lokalitami prikazné lisilo.
vyvinutych semen pohybovaly mezi 19-41 %, ¢aste¢né vyvinutd semena byla zastoupena mezi
30-34 % a nevyvinuta 29-50 %. Tobolky z lokality Mazurovy chalupy obsahovaly az 76 % plné
vyvinutych semen, pouze jedna z péti tobolek obsahovala jen 15 % plné vyvinutych semen.
Caste¢né vyvinuta semena byla v tobolkach zastoupena v rozmezi 13-45 % a nevyvinuta 11-41
%. Zastoupeni vyvinutych semen v tobolkach kriZenci bylo také vysoké, jen dvé tobolky
obsahovaly nizsi pocet plné vyvinutych semen (12 % a 28 %), v ostatnich tobolkach se vyvinuta
semena pohybovala mezi 62-84 %. Obsah ¢aste¢né vyvinutych semen v tobolkach kiiZencti byl
11-33 % a nevyvinutych 5-61 %. Diikazem piitomnosti Zivé ¢asti semene (embrya) bylo barveni
pomoci 2,3,5- triphenyltetrazolium chloride, ktery umoznil zdlraznit zivé embryo s typickym

eliptickym tvarem.
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Statisticky bylo prokazano, Ze odliSna doba sbéru tobolek Mazurovych chalup mezi roky
2020 a 2021 neméla vliv na obsah jednotlivych kategorii semen v tobolkach. Hypotéza je tedy

nulova, pocet plné vyvinutych semen v tobolkach se nelisil.

5.4 Kliceni semen rudohlavku kukacky (Anacamptis morio)
Ke kli¢eni semen dochazi v okamZiku, kdy jsou splnéné podminky vhodné pro kliceni. Embryo
zaCne prijimat vodu a zvétSovat svilij objem, tento jev vede k protrZeni osemeni a jeho mozné
ztraté. Embryonalni bunky produkuji utvary podobné korenovym vlasklim za vyuziti svych
vlastnich zasob. Pokud semeno své zasoby vycCerpa, musi navazat mykorhizni symbiozu, ktera
dodava chybéjici energii. Pritomnost mykorhizy umoziiuje dalsi déleni embrya za vzniku
ovalného utvaru (protokorm). V Petriho miskach, vyuzivanych ke kultivaci semen, bylo mozné
sledovat semena se zvétSujicim se embryem. Dalsi fazi, kterou bylo mozné sledovat byla ztrata
osemeni (pouze u nékolika semen) a vznik hodné nabobtnalého kulovitého bilého semena.
Posledni sledovanou fazi bylo vyklicené semeno, ze kterého vyrtistal protokorm. Petriho misky se
semeny z lokality Mazurovy chalupy dosahly 12.7.2021 poctu 7 (faze 2), 54 (faze 3) a 6 (faze 4).
Petriho misky se semeny z lokality Dvoiisko dosahly 9.8.2021 poctu 4 (faze 2), 28 (faze 3) a 7
(faze 4). Petriho misky se semeny kriZencli dosahly 12.7.2021 poctu 15 (faze 1), 26 (faze 2), 18
(faze 3) a 4 (faze 4). NejvySsiho poctu semen s pritomnosti protokormu (4. stadium vyvoje)
dosahly Petriho misky se semeny z lokality Dvoiisko. Dal$i vyvoj semen byl zastaven z diivodu
kontaminace.

V pripadé semen z lokality Mazurovy chalupy dosahlo 4. stadia vyvoje pouze 6 semen (ze
76 semen skute¢né prenesenych na kultivaéni medium), v ptfirodé bude toto ¢islo negativné

vvvvv

anemochorii, kdy je semeno pieneseno na nevhodna stanoviste.
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6 Zavér

Nejvétsi populace rudohlavku kukac¢ky ve vychodnich Cechach se nachazi na sportovnim letisti
Dvorisko u Chocné, tato stabilni populace ¢ita pres dva tisice jedincli a ma kolisajici trend vyvoje.
Dal$i populace s kolisajicim trendem vyvoje roste v prirodni rezervaci Mazurovy chalupy.
Vstavacova louka a piirodni pamatka U Vinic s mikropopulaci rudohlavku kukacky ma kolisajici
vyvojovy trend. Nejméné jedincl se nachazi na louce u Smilku, tato mikropopulace ma kolisajici
az klesajici trend vyvoije.

Obsah zivotaschopnych semen z tobolek Mazurovych chalup se pohybuje v rozpéti 15-76
%. Prvni tobolka Mazurovych chalup obsahovala v priméru na 100 semen 70 plné vyvinutych
Tobolka ¢islo tfi, kterou jsme opakované zkoumaly, obsahovala 58 a 62 plné vyvinutych semen
v priiméru na 100. Ctvrta tobolka obsahovala 76 Zivotaschopnych semen a pata 54. Obsah plné
vyvinutych semen ztobolek Dvoriska se pohybuje vrozpéti 19-41 %. Nejnizsi pocet
zivotaschopnych semen v priméru na 100 méla tobolka cislo pét s obsahem 19 semen. Naopak
nejvy$S$i pocet byl zaznamendn u tobolky Ccislo tfi (41 Zivotaschopnych semen). Obsah
zivotaschopnych semen ztobolek kiizenci se pohybuje v rozpéti 12-84 %. Nejméné plné
vyvinutych semen se nachazelo v tobolce cislo jedna (12), naopak nejvice (84) plné vyvinutych
semen vprimeéru na 100 obsahovala tobolka cCislo pét. Primérny obsah plné vyvinutych
(Zivotaschopnych) semen v tobolkach z lokality Mazurovy chalupy je 55,8 %, tobolky Dvoriska
primérné obsahuji pouhych 27 % plné vyvinutych semen a tobolky kiiZenct téchto dvou lokalit
obsahuji 53 % Zivotaschopnych semen.

Pocet skutecné vyklicenych semen, respektivé semenackd, je vyrazné nizsi nez pocet
zivotaschopnych semen. V jejich kliceni hraje roli mnoho faktora (pritomnost mykorhizni houby
nebo dostatek Zivin vndhradnim mediu vin-vitro kultufe, pfitomnost kontaminujicich
mikroorganismi, teplotni a vlhkostni poméry na lokalité). V in-vitro kulture, kde kliceni probihalo
za stabilnich teplotnich a vlhkostnich podminek a testovana byla pouze plné vyvinuta semena,
bylo schopno dosdhnout nejvyssiho stupné kliceni 6 ze 76 semen lokality Mazurovy chalupy, 7
z 52 semen lokality Dvorisko a 4 z 81 semen kiiZenctl. Tyto hodnoty budou v prirodé jesté nizsi

vzhledem k proménlivosti stanovistnich poméra.
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Priloha 1. Tobolka rudohlavku kukacky (Anacamptis morio)

Objektiv: E20 : X20|

Zvétseni mikroskopu : X6
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Priloha 3. Semeno rudohlavku kukacky (Anacamptis morio) s plné vyvinutym embryem barveno
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Priloha 5. Srovnani vyvojovych stupiid semen Mazurovych chalup za rok 2020 a 2021
3 5
3 > g g
g s s 4 <
2020 = 5 5 o s
o s ) 5
=
X X %
Mazurovy @halupy@ 143 100 69,93 25| 17,483 18( 12,587
Mazurovy @halupy 2 683 1001 14,641 306 44,802 2771 40,556
Mazurovy@halupyBA 162 100 61,728 29| 17,901 33 20,37
Mazurovy@halupy3B 172 100 58,14 45| 26,163 27| 15,698
Mazurovy@halupy @ 132 1001 75,758 17| 12,879 15| 11,364
Mazurovy @halupy B 185 100 54,054 25| 13,514 60| 32,432
Praumér 55,708 22,124 22,168
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5 s = a <
2021 = 5 5 o s
: £ =g 2
2 = = g
=
X X %
Mazurovy@halupy@ 167 148 88,62 17 10,18 2 1,1976
Mazurovy @halupy 2 386 145 37,56 154 39,896 87 22,539
Mazurovy@halupy 3 302 188 62,25 92 30,464 22 7,2848
Mazurovy@halupy @ 267 144 86,23 115 68,862 5 2,994
Mazurovy@halupy® 324 149 45,99 171 52,778 4 1,2346
Mazurovy@halupy ® 262 182 69,47 79 30,153 1 0,3817
Mazurovy@halupy @ 303 213 70,30 85 28,053 5 1,6502
Mazurovy @halupy 3 423 189 44,68 215 50,827 19 4,4917
Mazurovy@halupy® 282 171 60,64 108 38,298 3 1,0638
Mazurovy@halupy @0 471 181 38,43 209 44,374 81 17,197
Prumér 60,42 39,388 6,0035
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Priloha 6. Srovnani vyvojovych stupii semen zkoumanych tobolek
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Mazurovy @halupy @ 100 70% 25 17% 18 13%
Mazurovy@halupy 2 100 15% 306 45% 277 41%
Mazurovy@halupyBA 100 62% 29 18% 33 20%
Mazurovy@halupy 3B 100 58% 45 26% 27 16%
Mazurovy@halupy @ 100 76% 17 13% 15 11%
Mazurovy@halupy® 100 54% 25 14% 60 32%
DvoriskoA 100 20% 163 32% 247 48%
Dvorisko2 100 24% 127 31% 183 45%
DvoriskoB 100 41% 73 30% 72 29%
Dvotisko@ 100 31% 108 34% 114 35%
Dvortisko® 100 19% 163 31% 258 50%
KriZenci@ 100 12% 230 27% 509 61%
KriZenciZA 100 62% 44 27% 17 11%
KriZenciZB 100 65% 42 27% 13 8%
KriZenciB 100 67% 37 25% 13 9%
Ktizenci@ 100 28% 117 33% 136 39%
KtizenciB® 100 84% 13 11% 6 5%
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Priloha 7. Mérené hodnoty semene

Priloha 8. Mérené hodnoty embrya
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Priloha 9. Sitka semen z lokalit Dvorisko, Mazurovy chalupy a jejich kifZenct
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Piiiloha 10. Délka semen z lokalit Dvorisko, Mazurovy chalupy a jejich kiizenct
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Priloha 11. Sifka embryi z lokalit Dvorisko, Mazurovy chalupy a jejich kiiZzenci
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Priloha 12. Délka embryi z lokalit Dvorisko, Mazurovy chalupy a jejich kiizenci
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Priloha 13. Vyvoj semen v in-vitro kulturach

Mazurovy@halupyl

14.5. 28.5. 14.6. 28.6. 12.7. 26.7. 9.8.
mirnéfabobtnaléMezavaBemeno 0 0 0 3 0 0 0
mirnéfabobtnalébiléBemeno 70 60 53 17 7 8 5
hodnéMabobtnalé®ulovitéBiléBemena 6 11 20 46 54 37 38
pucenifarodku 0 0 0 2 6 3 3
Dvorisko

14.5. 28.5. 14.6. 28.6. 12.7. 26.7. 9.8.
mirnéfabobtnalé@ezava@emeno 2 2 1 0 0 0 0
mirnéfabobtnaléBiléBemeno 40 36 31 27 10 4 4
hodnéMabobtnalé®ulovité®iléBemengd 10 16 23 29 33 36 28
pucenifarodku 0 0 0 0 5 4 7
Kiizenci

14.5. 28.5. 14.6. 28.6. 12.7. 26.7. 9.8.
mirnéMabobtnaléMezavaBemeno 39 24 18 16 15 15 15
mirnéfabobtnalébiléBemeno 40 43 42 34 26 22 15
hodnéfabobtnalé®ulovitéBiléBemeno 2 11 21 27 18 19 13
pucenifarodku 0 0 0 0 4 1 1
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