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Abstrakt

Prace se zabyva generativnim mnoZenim stfedoevropskych druhii orchideji
prstnatce Fuchsova Déctylorhiza fuchsii (Druce) Sod), prstnatce majového
(Dactylorhiza majalis (Rchb.) Hunt et Summerhayes pétiprstky Zezulniku
(Gymnadenia conopse@..) R. Br.) a vemeniku zelenavéhBlgtanthera chlorantha
(Custer) Rchb.) asymbiotickymi vysevyn vitro provadénymi s jednoduchym
vybavenim. Naplni pokusii bylo provétit realizovatelnost asymbiotickych vysevi a
porovnat kli¢ivost uvedenych druhi. U prstnatce Fuchsova doslo k uspéSnému kliceni,
proto byl dale sledovan rust semenackd a zjistovan vliv obsahu agaru a sacharosy
Vv zivném médiu na rist a hnédnuti rostlin. Experiment byl ukoncen pfenosem
semenackll ex vitra Jako substrat byla pouzita mineralni plst Rockwool bez pfitomnosti
dospélych rostlin, které se jinak Casto pouzivaji k infikovani serilnich semenacki
mykorhizni houbou. Soubézné byl provadén pokus o kultivaci symbiotické houby
z kofenu prstnatce Fuchsova (Dactylorhiza fuchs)i ktery ved| kziskani ¢isté kultury tii
druhti hub in vitro.
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1  Uvod

Orchideje tvofi pozoruhodnou rostlinnou €eled’, s vice nez 30000 druhy, které se
vyznacuji mnoha zvlastnostmi a specialitami oproti ostatnim rostlinam.

Obrovské mnozstvi druhti je dikazem malého stati celedi, ktera se nachazi ve
stadiu velkého evolu¢niho rozvoje. Rozdily mezi taxony nebyvaji velké a proto se ¢asto
vzajemné kiiZi za vzniku hybridnich populaci. Na lokalitach s pfibuznymi druhy tak
vznika Skala intermediarnich jedincii se znaky obou plvodnich druhti, a obfas mohou
byt piivodni druhy zcela ,,pohlceny* hybridnimi. Z takovychto obtizn¢ taxonomicky
zafaditelnych populaci nakonec mohou vznikat 1 nové druhy a neni to jen zalezitosti
tropll. Znac¢na variabilita a odstépovani novych taxond je typické i pro nase orchideje,
kterych je celkem asi 60 druhii. Napiiklad roku 1989 byl z blat u Jestiebi u Machova
jezera popsan prstnatec Cesky (Dactylorhiza bohemida(BUsINSKY, 1989), ktery je
nasim endemitem vzniklym pravdépodobné opakovanym kiizenim prstnatce majového
(Dactylorhiza majali¥, plamatého@. maculata a pletového (D. incarnatg, které maji
lokality v blizkém okoli. Nové vzniklé druhy mivaji maly areal rozSifeni a Uzké
ekologické vyhranéni. Silna ekologicka specializace je obecnym znakem vSech druht
celedi. Po udobi jejich populacniho rozmachu miize nasledovat stejné¢ rychlé vymirani
zapti¢inéné drobnou zménou podminek.

Zivotni strategie orchideji obecn& spo¢iva v rychlém osidlovani stanovist s malou
konkurenci ostatnich druhil (velka ¢ast naSich vstavaCovitych vyhledava naptiklad luc¢ni
stanovisteé, kterd se vSak v kdysi pfevazné lesnaté krajin€ bez vlivu ¢lovéka vyskytovala
jen vzacné a kratkodobé po pozarech a podobné). K uspéchu v této strategii vSak musi
byt rostliny dobtfe vybaveny. U orchideji je pozoruhodné piizplisobeni k vyuzivani cele
fady Cinitel v Zivotnim prostiedi ke svému prospéchu.

Vhodnych stanovist' je omezeny pocet, u orchideji se vSak vyvinula tvorba
obrovského mnozstvi mikroskopickych semen, ktera takika zaplavuji cely svét jsouc
dokonale upgtsobena k rozSifovani vétrem zredukovanim své hmotnosti aZz na
minimum, nebot’ obsahuji pouze zdrodek bez jakychkoli zasobnich latek. Semena by
vSak nemohla samostatné vyklicit, nebyt dalSiho ptizptisobeni. Orchideje vkladaji
uspéch rozmnozovani do silného mykorhizniho vztahu pidnimi houbami, ze kterych
kli¢ici zarodek Cerpa potiebné organické latky.

U nékterych druht dosahuje mykorhiza takové Urovné, Ze i u dospélych rostlin
hraje autotrofni vyziva jen podfadnou roli a mnohdy jsou zcela heterotrofni (koralice
trojkland Corallorhiza trifida), hlistnik hnizdak Neottia nidusavig). Takto jsou
piizptisobeni k rastu na stinnych, avSak uzivnych lesnich stanovistich kde se nemusi
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potykat skonkurenci. Jindy orchidejim mykorhiza usnadfiuje pronikani na mista
s nelrodnou kamenitou ptidou, jako jsou napiiklad podmacené byvalé lomy (vstavace,
hlizovec Loeseluv (Liparis loeseli)) nebo okraje cest (krustik SirolistfEfgipactics
helleboring), ¢i naopak na kyselé horské a podhorské raselinné louky a lesni pramenisté
(prstnatce).

Obr. 1: Prstnatec Fuchsiv

Dalsi velmi silnou ekologickou vazbu miZeme pozorovat mezi vstavacovitymi
rostlinami a hmyzimi opylovaci. K opyleni velkého poctu semen je nutny G¢inny zptsob
ptenosu pylu. U orchideji je pyl pfenasen ve velkém mnozstvi slepeny v brylky, které se
opylujicimu hmyzu pfichyti na sosdk ¢i hlavu a pii navstéveé dalSiho kvétu se brylky
uchyti na blizn¢. K pfilakdni opylovace, ktery ma v zivoté vstavacovitych podstatnou
roli, nebot’ jen ve 2 % piipadi dochazi k samoopyleni, jsou rostliny specializovany
velice pozoruhodnymi zplisoby. Tradi¢ni je lakani viini, barvou a nektarem, vyvinuly se
vSak 1 druhy, které tvorbu nektaru pouze piedstiraji, hmyz tedy nema z navstévy zadny
zisk a Casto mu muze byt i osudnd, jako napiiklad motylim, ktefi nemohou sosak
sutkvélymi brylkami svinout do ptivodni polohy. Nejpozoruhodnéjsi zptisob opylovani
se vyselektoval u tofict (Ophrys sp.). Jejich kvéty dokonale predstiraji tvarem,
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povrchem, barvou 1 viini samicky urcitych druht hmyzu. Opyleni pak zprostfedkovavaji
samecci, pokousejici se kvéty pafit.

Nakonec nesmime opomenout ani vyznamem dnes zoalodujici vztah
orchideji a c¢lovéka. V historii prosel nékolika vyvojovymi etapami. Vyznamné se
pocina projevovat ve starovéku s rozvojem zemédé€lstvi. Rozsituji se plochy bezlesi, coz
piedevsim v lesnich oblastech mirného pdsu razantné¢ méni tvar krajiny. Plochy
obhospodafovavané extenzivni pastvou a primitivni orbou se stdvaji vhodnym
stanoviStém lu¢nich orchideji, nebot’ je zde omezena konkurence ostatnich rostlinnych
tofie) se proto rozsifuje na sever a heliofilni vysokohorské druhy sestupuji do nizsich
poloh.

Ubytek lesnich druh@t zptisobeny odlesiiovanim krajiny se projevuje pomaleji,
vyznamné&ji az ve stfedovéku. K radikalni zméné poméri vSak dochazi v novovéku,
nejzietelnéji v uplynulém stoleti. Probihd intensifikace zeméd€lstvi na polich, v pastvé 1
lesich a orchideje zalinaji mizet jak ze stanovist vytvoienych lidskou rukou, tak
z ptirozenych. Lucni stanovi$té byla rozorana a meliorovana, citlivé mykorhizni houby
nesnesly pouzivani umélych hnojiv a chemické oSetfovani plodin a na piehnojenych
okrajich poli se soucasné¢ rozmohla konkurence nitrofilni vegetace. Pouzivanim
insekticidii hyne hmyz, na kterém jsou orchideje uzce zavislé (viz napfi. tofice). Silné
specializované druhy mizi nejrychleji. Lesni orchideje poskodilo pietvareni lesi v
monokultury a obhospodarovani tézkou mechanizaci a nakonec u dekorativnich druhd,
jako naptiklad stievi¢nik pantoflicek (Cypripedium calceolys se pridalo i trhani a
vyrypavani.

Clovék tedy puisobi na evoluci orchideji silnym tlakem. Mnoho druhi jen téZko
odolavd a podléha selekci, jsou vSak druhy, které¢ 1 dnes UspéSné vyuzivaji nova
prostiedi. Jsou to zejména ruderdlni stanoviS$té naspii a opuSténych loml. Zde je
druh objevil, ptipada vice nez polovina na okraje lesnich cest 1 silnic, kde ma minimalni
konkurenci. Pfimo na okraji asfaltu malo frekventované silnice mezi Kofenovem a
Jizerkou VJizerskych horach jsem (kromé& né€kolika krustiki) dokonce nalezl i jeden
prstnatec Fuchsuv (Dactylorhiza fuchs), ktery se na uvedené misto dostal ziejmé
znékolik set metri vzdalené pocetné lokality u samoty Vaclavikova Studanka.
Ruderalni stanovis$t¢ nevadi ani koralici trojklanné (Corallorhiza trifida), s jejiz
lokalitou jsem se setkal kwétnu 2003 v Obiim dole v Krkonos$ich. Asi dvacet jedinct
zde rostlo v rozdrobeném okraji silnicky, v mistech, Ke cesta pfekonava morénu.

Krom¢ osidlovani clovékem vytvorenych biotopi, mohou vSak orchideje profitovat
1 z aktivniho piisobeni ¢lovéka na zéstupce této celedi. Pfi¢inou tohoto plisobeni je
zajem Cloveéka vyuzit nékteré vlastnosti orchideji, ptivodné vzniklé evoluci ke zcela
odlisSnému ucelu. Uz davno se lidem zalibily pfekrasné kvéty tropickych druht, produkt
vztahu orchideji a hmyzu. Zpocatku (a v jisté mife je tomu tak i dnes) znamenala tato
zaliba pro orchideje smrtelné nebezpe¢i. Okrasné druhy byly ve velkém drancovany a
pievazeny do Evropy. Transport rostlin byl zatizen velikymi ztratami a obtizné bylo 1
jejich péstovani v umélych kulturach, nebot’ cloveék neznal slozité symbiotické vztahy
orchideji shoubami, tudiz je nedokazal Gspé$né mnozit. Obrat nastal pocatkem 20.
stoleti, kdy byl Noélem Bernardem objeven princip mykorhizy a zanedlouho ucinili
Knudson a Burgeff prvni Gspé$né pokusy s vysevy orchideji.
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Zajem clovéka byl zprvu pro orchideje nevyhodny, postupné se vSak (dilem 1
pusobenim ekonomickych z4jmil) dospélo k novym objeviim, které mohou byt pro
orchideje pozitivni. Po vypracovani metod umélého generativniho mnozeni jiz nemusi
byt rostliny odebirany piirody a hlavné se zde oteviel prostor jejich dal§iho evoluéniho
vyvoje Slechténim. Orchideje diky prednostem ziskanym pfii evoluci vztahu se hmyzem,
jsou schopny, podobné jako dalsi kulturni rostliny, navazat ,,symbidézu* s ¢lovékem a
osidlit zcela nové typy stanovist’ (skleniky, kvétinace apod.), kam se dnes dokonce
dokazi ,,Celit* soucasné redukci ptirodnich biotopi na této planete.

Toto se vSak tyké predevsim tropickych druhii. Vstavacovité mirného zemépisného
pasma jsou dnes stale kultivovany jen minimalnég. Je to dano malym komerénim zajmem
o n¢ (kvéty maji skromnéjsi) a jejich vétSimi peéstebnimi naroky diky komplikovanym
symbiotickym vztahiim. AvSak pravé zahady a pozoruhodnosti jejich Zivota mohou
pfispét k jejich vlastni zachrané, nebot’ jsou vyzvou pro mnohé védce 1 ochrance.
Dokladem pokusu orchideji ,,vyuzit* zajem ¢lovéka je 1 tato prace.

LetoSni praci navazuji na piedlonisky ,,Pokus o asymbioticky vysev prstnatce
Fuchsova®. Pfedchazejici prace si kladla za cil zjistit, zda je mozné s prostym
vybavenim uspéSné provést in vitro vysev stiedoevropské orchideje prstnatce Fuchsova
(Dactylorhiza fuchsji Nynéjsi prace se dale zabyva prenosem vypéstovanych sterilnich
semenaCkll na pfirozeny padni substrat a popisuje dalsi vysev zminéného druhu,
orienta¢ni vysevy dalSich orchideji - prstnatce majovéhoD@ctylorhiza majali},
pétiprstky Zezulniku (Gymnadenia conopsgaa vemeniku zelenavéhdPlatanthera
chloranthg a kultivaci symbiotickych hub, jez hraji vyznamnou roli na pfirozenych
stanovistich.

Asymbioticky vysev je nejSetrnéjSim zpisobem odvozeni studijnich hrnkovych
kultur, které jsou dulezité ke zkoumani zakonitosti Zivota orchideji, nebot’ moznosti
pokusi s piirodnimi rostlinami jsou vzhledem k jejich ohrozeni omezené. Reseni otazek
kultivace pfispiva k pochopeni zpiisobu Zivota orchideji a je tedy 1 krokem k zachrané
mizejicich druht.



2  Literarni prehled
2.1 Biologicky uvod
2.1.1 Mykorhizni symbioza

Smykorhiznimi symbidézami, jez vznikly pfeménou parazitizmu houby na
oboustranné prospé$ny vztah, se miizeme setkat u vétSiny vysSich rostlin, liSi se vSak
mirou interakce houbovych viadkerk&eny rostlin.

Pti ektomykorhize se vytvaii plast houbovych vlaken na koncich mladych kotend,
piebira funkci kofenového vlaSeni a usnadiiuje rostliné piijem vody a rozpusténych
zivin. Vlakna hub pronikaji 1 do nitra koteni, kde tvofi tzv. Hartigovu sit, intraceluldrni
infekce je vSak zanedbatelna. Podobnym typem jakktongykorhiza je
ektendomykorhiza, hyfy se v8ak vyskytuji bwikach kofenti. Oba typy symbioz se
hojné¢ vyskytuji u lesnich dfevin, houby jsou z tiid stopkovytrusé (Basidiomycetgsa
vieckaté (Ascomycetgs

Mnohem vé&tSi provazanost rostliny s houbou nalézame u endomykorhiznich
interakci. Nevytvaii se sice plast’ na povrchu kofent, ale hyfy se rozviji uvnitt bunék,
kde vytvaii klubicka, stromecky (arbuskuly) ¢1 méchytky (vezikuly).

Nejrozsifenéj§im druhem endomykorhizy je vezikulo-arbuskularni mykorhiza
(VAM). Z intracelularnich hyf pfijima rostlina fosforecné ionty a naopak poskytuje
houb¢ uhlikaté latky.

U viesovcotvarych rostlin (Ericaleg, rostoudéch na raselinnych pudach, kde je
vétSina Zivin vazana v nerozpustné organické formé v odumielych stélkach raseliniku se
vyskytuje erikoidni druh endomykorhizy. Hyfy hub (vieckaté (Ascomycetgy v tomto
ptipad¢ rostlina rozklada a ptijima fosfor, dusik, stopové prvky i n¢které organické latky
(vitaminy, hormony).

Nakonec u celedi hnilakovité (Monotropaceag slouzi mykorhiza jako vyhradni
zdroj organickych latek, nebot’ u téchto rostlin neprobiha fotosynteticka asimilace.
Uhlikaté latky vlastn¢ proudi z okolnich zelenych rostlin, nebot’ s nimi vytvafi tataz
houba také mykorhizni vztah.

Podobnym druhem endomykorhizy je orchideoidni mykorhiza, vyvojové sice
nejmladsi, avSak mirou specializovanosti nejpozoruhodnéjsi. Mykorhizni symbidza
umoznila orchidejim osidlovat stanovisté s malou konkurenci jinych rostlinnych druhii,
kter¢ tam nenachazi vhodné podminky, nebot” orchideje mohou mykotrofni vyZzivou
kompenzovat nedostatek mineralnich latek (pii riistu na chudych horskych, raSelinnych
¢i pis€itych ptidach) nebo omezenou moznost autotrofni vyzivy (v zapojenych lesnich
porostech sninimem sluneéniho zateni).

Hyfy stopkovytrusych hub Basidiomycetes napiiklad rody Thanatephorus
Caratobasidium Ypsilonoidum Xerotus ¢i Armillaria, pronikaji do takzvanych
hostitelskych buék v primarni kafe kofene vstavacovité rostliny, kde se zprvu
rozrustaji ve spiraly a pelotony, pozdéji se vSak rozpadaji a jsou rostlinou straveny.
Orchidej takto pfijima jak anorganické latky (vodu, fosfore¢né slouceniny), tak 1
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ustrojné sacharidy, bitkiny, vitaminy a mnoho dalSich latek. Mira heterotrofni vyzivy
je u jednotlivych druhii vstavacovitych odlisnd. Obligatné mykotrofni jsou nezelené
druhy, u nas cCast&jsi hlistnik hnizdak (Neottia nidusavis), vzacna koralice trojklana
(Corallorhiza trifida) a téméf vyhynuly sklenobyl bezlisty (Epipogium aphyluin a

Obr. 2: Rez kofenem orchideje
a— korenove viaseni
b — cévni svazky
¢ — hyfy v hostitelskych
bunkach

hnédenec zvrhly (Limodorum abortivum Naopak plné autotrofni jsou v dospélosti
z celkového poctu 60 druhti pouze strevicnik pantoflicek (Cypripedium calceolysa
bradacek vejcity (Listera ovata. VEtsi zavislost na mykorhize maji vétSinou lesni druhy,
autotrotrofni vyziva naopak pievlada u druhli vyslunnych stanovist’.

2.1.2 Kliceni a nasledna ontogeneze orchideji

Zcela klicovou roli sehrdla mykorhiza pfi evoluci rozmnoZovani a rozSifovani
orchideji. Serano orchideje se redukovalo pouze na nepatrné embryo chranéné
osemenim bez zasobnich latek. Diky minimalni velikgdélka nejvySe 1 mm) a
nepatrné hmotnosti mohou tak semena vyuzivat v maximalni mife vyhody rozsifovani
vétrem na velké vzdalenosti a obsadit potencialni stanovisté. Kliceni semen je vSak
uspésné pouze za pritomnosti vhodnych hub. Ve vlhku semeno nabobtnd, praskne
osemeni a ke kli¢icimu embryu jsou chemicky piilakdny hyfy, které pronikaji do jeho
spodni ¢asti. Po kratkém parazitovani za¢nou byt infikujici hyfy zarodkem stravovany.
Nasledujicich nékolik mésicti se klicici rostlina Zivi pouze heterotrofné¢ a semeno se
pfeméiiuje v 1 — 2 mm velky kulovity atvar, tzv. protokorm. Poté rasi prvni kofenové
vlasky, zaklada se list a protokorm piebira funkci zdsobni hlizky. Pozdé&ji se rozviji
adventivni kofeny a vytvafi se prava hliza. Vyvoj je velice pomaly, dosaZeni
reprodukéniho stafi miize trvat az deset let.

Malou Sanci setkdni semena se symbiotickou houbopknzuji orchideje
tvorbou obrovského poctu semen. fedné tobolce jich byva pramérné nékolik tisic a
statnd rostlina mlize vyprodukovat az sto tisic semen. Pfesto z celého mnozstvi klici
nepatrny zlomek semen. Mnohdy se orchideje nemnoZzi ani na chranénych lokalitach,
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pri¢inou muze byt kompaktni travni drn, ktery neumozni kontakt semen s plidou a
kliceni drobnych rostlinek.

2.2 Kultivace orchideji

2.2.1 Historie

Prvni kultivacni snahy se tykaly tropickych orchideji. V 19. stoleti zacaly evropské
expedice pronikat hloubéji do tropickych pralesti, odkud ptivazely mnoho novych druhti
pozoruhodnych rostlin, pfedev§im orchideji, kter¢ se staly modnimi a oblibenymi
okrasnymi kvétinami. Velkd poptdvka vSak nemohla byt uspokojovana mnozenim
rostlin vEvropé, které, kromé vegetativnich postupt, nebylo spésné, nebot’ kli¢eni
probihd pouze za ptitomnosti vhodné symbiotické houby, coz neni pfi béZzném vysevu
zajisténo. Proto pochazela vétSina prodavanych rostlin z dovozu, coz vedlo k exploataci
tropickych pralesu. Naptiklad jen v roce 1875 vyvezl Benedikt Roezl z Mexika 100 000
orchideji ziskanych levné od domorodci. Mnoho rostlin transport nepiezilo
(HOFFMANNOVA, 1993).

Péstitelé snazici se ziskat semenné potomstvo péstovanych orchideji, které by
kromé u¢inného mnoZeni piindSelo i moznost Slechténi, posléze zjistili, Ze semena kli¢i
pii vysevech k matefskym rostlinam rostoucich ve starych sklenicich, kde je jiz pida
dostate¢né infikovana houbami. Pfi¢inu objasnil Francouz Noel Bernard (1899), kdyz
objevil zavislost kli¢ici rostlinky na mykorhize. Soucasné se mu podatilo ziskat prvni
semenacky vysevem semen hlistniku hnizdaku (Neottia nidusavis) na umélou kulturu
mykorhizni houby ziskanékoient rostliny. Na jeho pokusy navazal némecky badatel
Hans Burgeff ktery takto vyséval vstava¢ muzsky (Orchis mascula vstava¢ vojensky
(Orchis militarig. Tento zplisob nazyvany symbioticky vysev se stal prvni moznosti
generativniho mnozeni orchideji. Jeho Gspésnost je vSak omezena obtiznou udrzitelnosti
rovnovahy mezi houbou a orchideji a vétSina semenacki odumira.

Vyznamny krok ve vyzkumunnozeni orchideji ucinil ve 20. letech Ameri¢an L.
Knudson, kdyz zjistil, ze hlavnimi latkami, které ziskdvaji orchideje symbidzou
Shoubou, jsou sacharidy. Knudson poté prvné ziskal semenacky tropickych orchideji
aseptickym vysevem semen na agarovou zivnou pudu s obsahem maltozy, ktera
nahradila pfitomnost hub. Proto je metoda nazyvana asymbioticky vysev. Asymbioticky
vysev je vsoucasnosti hojné vyuzivan k mnozeni tropickych orchideji (zvlasté pti
ziskavani novych hybridd kiizenim, jinak se okrasné tropické druhy mnozi ve velké
mife vegetativné explantatovymi kulturami). Vysevy vstavacovitych mirného
zemépisného pasu jsou zalezitosti pouze védeckych ustavi v ramci vyzkumnych praci
nebot’ tyto druhy nemaji komer¢ni uplatnéni. NejlepSich vysledkii je dosahovano
sprstnatci Dactylorhiza majalis, fuchsii, maculata pétiprstkou (Gymnadenig
vemeniky Platantherg a vstavaci (Orchis morio, militaris, mascujaBez uspéchti vak
zustavaji pokusy s krustiky Epipacti9, okrotici Cephalantheraapod., pravdépodobné
pro jejich silngj$i mykorhizni zévislost.
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2.2.2 Metody asymbiotického vysevu

Postup asymbiotického vysevu orchideji 1ze shrnout do nékolika zakladnich krok.
Prvni fazi je sbér semen ve vhodném stddiu zralosti a jejich desinfekce. Nasleduje
piiprava a sterilizace zivné agarové pudy a poté vlastni vysev, ktery je nutné provadét
v piisné aseptickych podminek. Pak probiha nékolikamési¢ni kultivace in vitro, béhem
které semena vykli¢i v zatim nezelené protokormy, které dale doriistaji v semenacky.
Kdy?z rostlinky dosahnou dostatecné velikosti, pfenasi se na pfirozeny substrat do hrnk,
coZ je provdzeno mnohymi ztratami a obtizemi. Ziskéni kvétuschopnych semenacku
zabere minimaln¢ Ctyfi roky.

Shér a desinfekce semen

V literatufe se uvadi vysévat jak semena zral4, tak i semena nezrald, 9k celkové
zralosti, tedy asi 4 6 tydnt po opyleni. Vhodnost pouziti nezralych semen je
zdlvodnovdna mens$i vyvinutosti testy chranici semeno, ktera zpomaluje hydrataci
semena a opozduje vykli¢eni. Na kvalitu semen maji velky vliv také klimatické
podminky pfi zrani, proto je nutné posuzovat nejvhodnéjsi obdobi individudlng. Pro
dlouhodobéjsi uchovani se doporu€uje semena vysusit a uschovat v chladu ¢i zmrazit.

Vyrazny vliv na usp&$nost kli¢eni ma postup desinfekce semen. Uéelem je v prvni
fad¢é odstranéni choroboplodnych zarodki z povrchu semen, které by jinak infikovaly
agarovou zivnou pudu plisnémi. V druhé tfad¢ usnadnuje desinfekce kliceni diky
naruSeni odolné testy agresivnimi latkami, odplaveni kyseliny abscisové a odstranénim
suberinu ze semen. ptubéhu desinfekce se zvlasté zrala semena znatelné odbarvi.
Zékladnimi desinfekénimi prosttedky jsou nejcastéji 70%-95% ethanol, ktery slouzi
jako smacedlo, Casto s pfisadou detergentu, a piipravky uvoliujici molekularni kyslik
jako je chlornan sodny (NaOCI) nebo vapenaty (CdJ@bsazeny v chlorovém
vapne. MICHL (1988) pouzival nezrald semena a univerzalni desinfekéni proces
sestavajici se protiepavani semen v ethanolu (1 min), promyti sterilizovanou vodou a
pétiminutovém tfepani v hasyceném roztoku (28 g na 100 ml) chlorového &aktery
tiikrat opakoval. VLASINOVA (1990) pouziva pouze 7% roztok chlornanu a navic
nékolikadenni maceni v raSelinném vyluhu, ktery ma diky obsahu huminoviatek
odstranovat dornanci semen. LATALOVA (2000) desinfikovala semena 4080 minut
v 7% Ca(OCHh. Koncentraci a dobu piasobeni desinfekéniho roztoku je nutné
pfizplsobit zralosti a velikosti semen.

Zivne medium

Podobné jako postupy desinfekce, 1isi se 1 uvadéné receptury pro piipravu Zivnych
pud. Zakladem vsech pud je agar v koncentracich 8 16 g/l. Naptiklad MICHL (1988)
pouziva odliSnou hustotu pidy pro vysev (8 g/l) a nasledny rist (15 g/1). Dalsi skupinu
tvoii anorganické mineralni soli zajistujici pijem ionti NOs, NH,*, K*, PQ*, Mg®,
C&" a mikroprvkil. Srovnani receptur nékolika autort uvadi tabulka 1. Orchideje zfejmé
vykazuji vi¢i mineralnim slozkam média Sirokou valenci. Doklada to MICHL (1988),
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jenz uvadi, Ze nepozoroval ovlivnéni kliCeni zvySenim ani sniZenim koncentrace soli
Vv rozmez témét jednoho fadu. Urcitou pozornost je nutné vénovat formé dodavaného
dusiku. Dle Bularda a Meard&ATALOVA, 2000) je anorganicky dusik pro klicici
orchideje nevhodny, nebot’ ho nejsou schopny piijimat, coz miize souviset s adaptaci na
mykotrofni vyzivu (Dijk et Eck, 1995 podle.ATALOVA, 2000). Casto je proto do
zivnych médii ptidavan dusik ve formé organické (extrakt z kvasnic, pepton nebo ptimo
aminokyseliny).

Zésadni slozkou zivné pudy, kterd umoziuje kliceni semen vstavacovitych, jsou
sacharidy. Nahwruji mykotrofni  vyzivu rostlin.  Nejéastéji  jsou pouzivany
monosacharidy glukosa a fruktosa a disacharid sasharmnozstvich od 10 do 20 g/1.
MiIcHL (1988) uvadi dobré vysledkyvssevni padou obsahujici 10 g glukosy. Pro
nasledny rust pouziva Zivnou padu s 20 g sacharosyL.ATALOVA (2000) srovnavala
kli¢ivost semen pii pouZiti sacharosy a glukosy (10 g/l) a u vstavace kukacky (Orchis
morio) prstnatce plamatéhoDéctylorhiza maculatp nezjistila vyznamné rozdily.
K podobnym vysledkiim dosli 1 Purves a Hadley (1976) pii kultivaci smrkovniku
plazivého (GGoodyera repensna médiich s 10 g sacharosy, glukosy, fruktoslgone
trehalosy. Nekteré druhy, jako naptiklad vstava¢ kukacka, mohou kli¢it dokonce i
v Cisté vodeé, sacharidy vsak kli¢eni stimuluji a jsou nezbytné pro dalSi vyvoj. Na druhou
stranu inhibi¢né se mohou projevit zvysené koncentrace sacharidi. Na prstnatec majovy
(Dactylorhiza majali$ tak ptisobi sacharosa jiz nad 16 g/l (Rasmussenova, 1995 podle
LATALOVE, 2000). Diivodem je vysoka osmoticka aktivita média. Pti koncentracich nad
50 g/l dochazi u semenackil k inhibici fotosyntézy a rostliny se stavaji obligatné
heterotrofni PROCHAZKA etVELISEK, 1983).

Tab. 1: Prehled mineralniho slozeni nékterych pud

Molarni koncentrace mineralnich Zivin (mmol.dm'3)

Receptura NH," NO; PO~ K*

Burgeff Eg 1 1936 4,03 9,80 3,28 4,71
Knudson C 1946 8,06 9,80 1,84 1,84
Fast 1978 0,81 10,35 0,19 0,82
Michl 1988 1,60 2,01 1,60 2,00

Dalsi ptisadou zivné pudy, kterd zlepSuje vysledky kultivace je aktivni uhli
v mnozstvich 1—5 g/l. PodleLATALOVE (2000) funguje jako adsorbent toxickych latek
adsorbent fytotoxického-Bydroxymethylfurfuralu, ktery vznika dehydratacukgbsy
pfi autoklavovani vkyselém prostfedi a jako aeracni piisada, ktera také zpusobuje
pfirozenéjSi tmavou barvu média, coZ mize stimulovat kofenové Spicky k rlstu.
Hnédnuti rostlin, které zptisobuje oxidace polyfenolickych latek na chinoidni struktury,
muize dale zpomalovat ptfisada redukénich cinidel jako je kyselina citronova c¢i
askorbova. Kyseliny zaroven upravuji pH na doporu¢ovanou hodnotu 5,0 — 5,8.

Nakonec byvaji do zivnych pad ptidavany latky vitaminové a hormonalni povahy
jako napfiklad biotin, pyridoxin, thiamin, niacinamid, inositol, kyselina listova, auxiny,
cytokininy a nejriznéjsi extrakty (kokosové mléko, ananasovd Stava, mrkvovy,

14



Literarni ptehled

bramborovy a kvasnicni extrakt), které v nékterych piipadech stimuluji vyvoj
semenack.

Hotova Zivna média jsou plnéna do kultivacnich nadob a sterilizovana pii 120°C a
zvySeném tlaku po dobu 20 minut. Termolabilni latfgtaminy apod.) je nutné
sterilizovat mikrofiltraci a teprve poté ptfidavat do média. Jako kultivacni nadoby se
pouzivaji zkumavky (pro vysev) ¢i sklenéné lahve objemu okolo 100 ml. Zatka by méla
byt prostupna pro plyny, tedy napiiklad vatova obalena alobalem.

Vysev a kultivace

Vysev je nezbytné provadét naprosto asepticky. Nejjednoduseji ho Ize realizovat
Vv pare nad hrncem s vrouci vodou DUSEK et KRISTEK, 1986), lepSje pouziti sterilnich
boxt bud’ s filtraci vzduchu a germicidni zéafivkou ¢i desinfikovanych chemicky
(kyselina peroctova, Desident).

Nasledné kli¢eni probiha ve tmé pii teploté 20 — 25°C. Svétlo kliceni inhibuje. Po
vykli¢eni byvaji protokormy velikosti 1,5 — 2,5 mm piesazovany a nadale kultivovany
na svétle, ne vSak pfimém slune¢nim, pii 18 — 23°C. Druhy mirného pasma
piizptisobené ro¢nimu stfidani teplot vyzaduji pravidelné zchlazovani kultur na 2 — 4°C
po dobu 2— 3 mésice. Hlavnim problémem in vitro vysewi orchideji je spontanni
hnédnuti rostlin, které ¢asto kon¢i az totdlnim thynem semendcki. Z tohoto divodu je
obtizné ziskat napiiklad vyspélejsi semenacky prstnatce bezového (Dactylorhiza
sambucing (MIicHL, 1988). Hnédnuti ziejmé podporuje slune¢ni svétlo a vysoka
teplota, vysoka koncentrace sacharidii a oxidadné pusobici substance jako je Fe** a
bananova emulze. Hnédnuti Ize mimo ptidavku redukénich Cinidel do média zmirnit
udajné také zchlazenim kultury a presazenim na chud$i pidu (VLASINOVA, 1990).
Vyvoj semenackl od vyklic¢eni do velikosti umoznujici pfenos na prirozeny substrat (pfi
délce listh alesponn 3 cm a rozvinutém kofenovém systému) trvd minimalné rok
v zavislosti na konkrétnim druhu.

Pienos semenackii ex vitro

Dostate¢né vyvinuté semenacky je nutné pienést zin vitro kultury na piirozeny
substrat, ktery umozni jejich dalsi rist. Pfesazeni semenackl ztézuje nékolik problémd,
které¢ zplsobuji velké procento thynu. Zaprveé je to nedostateCna vyvinutost listovych
organd béhem rastu in vitro, které postradaji epikutikularni vosk na povrchaau tedy
nachylné lpteschnuti. Dale je mozné, ze rostliny rostouci na sacharidové Zivné pudé
nevykazuji dostatecnou fotosyntetickou aktivitu diky ¢aste¢né heterotrofnimu zptisobu
vyzivy a listy piedstavuji spiSe zasobni organy NOVAK, 1990). Druhym problémem je

vvvvvv

v

mykotrofnich druhi, které museji byt rychle inokulovany hyfami hub, snadnéjsi je
piesazovani v dospélosti zcela autotrofnich druhti, jako je stfevicnik pantoflicek
(Cypripedium calceolysa podobné. Semenacky pochazejici ze sterilnich kultur jsou
navic nachylné k infekcim parazitickymi houbamicHL (1988) a dalsi doporucuji
pochazejici piirody, ktera je jiz infikovana symbiotickymi houbami. Pti vysazeni na
Cisty substrat ¢i do samotné hliny z lokality bez orchideji zaznamenal kompletni Ghyn
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semenacku. Naproti tomu dr. Balaz (Gstni sdéleni, 2003) zaznamenal jako nejlepSi
zpusob vysazeni rostlinek do Cistého dobie hydratovaného Rockwoolu (¢ediCova vata

pouzivana k zateplovani budov) bez infekce houbou, ktera se miize u malych rostlin z in

Vitro vysevl projevit paraziticky, nacez museji byt udrzovany ve stinu a dostate¢né

vihkosti. Kmykorhizni infekci ma dojit samovolné vzdusnymi sporami.

Dospélé rostliny se poté mizeme pokusit pfesadit na pfirodni stanovisté, bud’ do
zahrady, nebo se miizeme pokusit o posileni populaci na stavajicich lokalitach. Tyto
pokusy se vSak stale nesetkavajlahodobéjsimi uspéchy. Napiiklad BURGEFF(1954)
popisuje osud rostlin vstava¢e muzského (Orchis masculpa vojenského@. militaris)
vysazenych na ruzné lokality v udoli Mohanu mezi Iéty 1939 1953. Zn¢kolika set
rostlin prakticky vSechny uhynuly.
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3  Material a metody
3.1 Uvod

Asymbiotickymi vysevy orchideji se zabyvadm pocinaje rokem 2001. Tehdy jsem
feSil prevazné technické zalezitosti vysevi — zpisob desinfekce semen, konstrukci
Haszlerovy skiin€é umoziujici asepticky vysev semen, pfipravu zivného meédia,
kultivacni nadoby... V Iét¢ 2001 jsem vysel malé mnoZstvi semen prstnatce Fuchsova
(Dactylorhiza fuchsji A¢ jsem si za cil pokusu kladl pfedevsim sterilni provedeni
pokusu a nedoufal Mpsi vysledek, dostavil se tuspéch v podobé vyklicenych
protokormt (prosinec 2001). Koncem roku 2002 jsem semenacky rozsadil do vétSich
nadob a péstoval je in vitro az do zafi 2003, kdy jsem celkem 34 semenackt pienesl po
25 meésicich od vysevu na pfirozeny substrat. 5 rostlinek se ujalo a roste dodnes.

Saubézné s timto ,,prakopnickym* pokusem jsem provadél dalsi vysevy zamétené
na optimalizovani postupu a porovnani kli¢ivosti prstnatce Fuchsova (Dactylorhiza
fuchsi) a dalSich druhd, prstnatce majového (Dactylorhiza majaliy pé&tiprstky
zezulniku (Gymnadenia conopsga vemeniku zelenavéh®latanthera chloranthp
které jsem vyséval prubéhu 1éta 2003.

Na protokormech ziskanych vysevem prstnatce Fuehgdactylorhiza fuchs)i
(asi 200 ks) jsem poté zjistoval vliv obsahu sacharosy a agaru v zivné pidé na rychlost
ristu a hnédnuti semenackt. Kultivace prstnatce Fuchsova na umélém médiu probiha
doposud.

Vysevy ostatnich druhi nemély uspokojivé vysledky, proto jsem roku 2004
zopakoval vysev prstnatce majovéhDactylorhiza majaliy pii¢emz jsem pouzil
rtiznou koncentraci sacharidi v médiu a né€kolik zpiisobli desinfekce semen.

Od roku 2002 také péstuji v kultuie in vitro symbiotickou houbu ziskanou kultivaci
Z kotent prstnatce Fuchsova.

3.2 Technické zarizeni pro provedeni vysevi

3.2.1 Desinfekce semen

Béhem desinfekce semen operujeme gelkym mnozstvim nepatrnych semen, ktera
plavou na vod¢ a navlhéend se velice snadno pfichytavaji na manipulacni néstroje a
stény nadob, pottebujeme tedy specidlni vybaveni aby mohla byt desinfekce provedena
jednoduse a bezeztratové. Metodiku desinfekce jsem pievzal od Zdeiika Jezka (JEZEK,
1996). Semena (pro snadné plnéni a vypousténi injekce radéji mensi mnozstvi) se naplni
do injekéni stfikacky s jemnou jehlou (pouzil jsem jehlu o priméru 0,5 mm, kterou
neprojdou semena) a do injekce se sttidaveé nasavaji desinfekéni roztoky. Nakonec se jiz
ve sterilnim vysevnim boxu vyjme pist injekce a eemnse mohou vysit. K desinfekci
pouzivam synteticky lih a Cerstvy nasyceny 22% roztok Ca(OCl), ptipraveny pielitim
chlorového vapna destilovanou vodou a Zzfiltrovasirspenze.
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3.2.2 Priprava zivné pudy a kultivacni nadoby

Vsechny substance zivné pudy (uvedené u konkrétnich vysevill) rozpustim ve vodé
a poté vaifim v kadince do rozvateni agaru. Hotovou jesté teplou pidu nalévam po
dikladném zamichani, aby se neusazovalo aktivni uhli, do kultiva¢nich nadobek a poté
sterilizuji 20 minut wlakovém hrnci. Jako kultivaéni nadobky pouzivam skleni¢ky od
jogurtu (objem 290 ml). Zatky jsem prorazil hiebikem a otvor utésnil kostickou
molitanu zdivodu umoznéni vymény plynti v nadob€. Molitan nepropusti spory plisni
(JEZEK, 1996). Béhem tuhnuti pudy po sterilizaci nadobkami krouzim, aby se opét
neusazovalo aktivni uhli.

3.2.3 Vysev semen

Pro vysev je nutné zhotovit si sterilni box, ktery umozZni pfenos desinfikovanych
semen na zivnou pudu bez zaneseni plisiové infekce, kterd by vysev znehodnotila.
Nejjednodussim prosttedkem je Haszlerova skiin. Zhotovil jsem ji z akvaria o
rozmérech 35 x 21 x 16 x cm (lepsi by vSak bylo vétsi), které jsem polozil na bok.
Nezasklenou sténu jsem zakryl deskou zplexiskla, do niZ jsem vyfiizl pajeckou otvory
pro ruce, do kterych jsem vlepil okraj sefiznuty z kelimku od masla vhodného priiméru.

Obr. 3: A — Haszlerova skiin
B — detail uchyceni
rukavic

Deska byla opatiena tésnénim a provazky pfipevnéna k akvariu. Pfi vysevu pracuji
v gumovych rukavicich, jejichz lem muze byt pfetazen pres okraj kelimku v otvorech,
¢imz je mozno skiin dokonale utésnit (napt. pfi pisobeni desinfekce pied vysevem;
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béhem vysevu prochazeji rukavice otvorem volné€). V prvnich letech jsem skiin
desinfikoval vystiikanim 10% roztokem kyseliny peroctove (persteril) dI®USKA et
KRISTKA (1986), pozdé&ji jsem piesel na Desitent (JEZEK, 1996), ktery obsahuje 0,5%
carbethopendecinii bromidum (ve spreji), neptisobi proto korozi kovovych predméti.

Pted vysevem skiift vymyji saponatem, naskladam do ni kultivaéni nédobky,
lahvicku se sterilizovanou destilovanou vodou a odpadni nddobku. Poté vsSe vcetné
rukavic zdesinfikuji. BEehem piisobeni desinfekce ve skiini dokon¢im desinfekci semen,
Z injekce vypustim desinfekéni latku, povrchové ji zdesinfikuji a ve skiini semena
promyji sterilizovanou vodou, kterou vypoustim didpadni nadobky. Potom vysévam
semena na pudu lopatkou, kterou jsem vyrobil z dratu z nerezové oceli (délka 20 cm,
prumér 3 mm) tak, Ze jsem rozklepal jeho konec. Lopatku pted vysevem vyZziham
v plameni.

Pti vysevu uvedenym postupem jsem nikdy nezaznamenal infekei kultur plisnémi.

3.3 Prvni pokus o kultivaci prstnatce Fuchsova

Prvni pokus zahrnuje operace od sbéru semen pies vysev a péstovani semendcki
na zivné pudé az po prenos rostlin ex vitra Vysévany druh- prstnatec Fuchstv
(Dactylorhiza fuchsj)i patfi k nejcastéjsim druhtim v okoli Jablonce nad Nisou.
Vyskytuje se nejcastéji na lesnich pramenistich nebo na loukéch. Je to rostlina vysoka
od 20 do 50,vyjime¢né 100 cm s podlouhlymi skvrnitymi lisg a hustym kvétenstvim
bilé az nachové barvy. Dle zkuSenosti dr. Michla patii k nejsndze vysévatelnym druhtim.

3.3.1 Vysev

Sbeér semen

Dne 12.8.2001 jsem sebral celkem 12 semenikii ze 3 rliznych rostlin rostoucich
v malé populaci na lesni baZince polozastinéné olsi, Spodrostem pieslicky, starcku a
skiipiny lesni na svahu Novoveského vrchu u Jablonce nad Nisou.

Semena byla bild, nezrala, pevné uzaviena v zelenych semenicich. Rostliny zde
kvetly vposlednim tydnu cervna. Po navratu z lokality jsem provedl mikroskopickou
prohlidku semen. Semeno je dlouhé ptiblizn€¢ 1 mm, sklada se z kulovitého, citrénoveé
zlutého protokormu, ktery je kryt osemenim tvofenym tenkou vrstvou bunék.

Desinfekce semen

Druhého dne jsem semena vypreparoval ze semeniki a dezinfikoval dle metody
dr. Jitiho Michla (MICHL, 1988) skladajici se z:

» tfepani semen v ethanolu 1 minutu

e promyti sterilizovanou destilovanou vodou

* tiepani semen v 22% Ca(OCh 5 minut

e promyti sterilizovanou destilovanou vodou

Postup jsem tiikrat opakoval a poté semena vysel do 1 nadoby na Zivnou ptidu.
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Tab. 2: Slozeni zivné pudy pri vysevu 13.8.2001

. - obsah
Latka Specifikace v 11pidy
Hydroponex hnojivo pro hydroponii 19
Sacharosa fepny cukr 20 g
Pangamin zdroj vitaminu B 059
Aktivni uhli 1ékarské 109
Kyselina citronova| potravinaiska 0,29
Agar 10 g
Destilovana voda 1000 g

SloZeni Zivné pidy

Slozeni Zivné pudy ukazuje tabulka 2.

Hydroponex vyrabi HU- BEN, Ceréany, deklarovano N:P,Os:K,O = 2,5: 2 : 3,
coz odpovida molarnimu poméru N:P:K = 13 : 1 : 2,3. Analyzou jsem zjistil obsah
dusiku jak ve formé NH," tak NGOy

3.3.2 Kultivace in vitro

Vysevni nadoba

13.8.2001 (1. den) Po vysevu jsem uchovaval kultuve tmé pri pokojové teploté.

5.10.2001 (54. den) Nadobu jsemprenes! na svétlo, nebot’ jsem se mylné domnival,
ze doslo k vykliceni.

10.11.2001(90. den) Kulturu jsem wulozil do lednice (5-7°C) k navozeni chladné
periody roku. Od konce prosince dochazelo pozvolna ke kliceni.

3.2.2002 (175. den) Vysev pozvolna pienaSim na teplo a svétlo. V prubéhu léta
roste prvni list, pozdé&ji i prvni adventivni kotfen.

24.8.2002 (54. tyden)Vysev jsem znovu pienesl do chlady abych zmirnil hnédnuti
rostlin (zhnédlo nékolik protokormil).

24.10.200263. tyden)Nadobu jsem pienesl zpét na svétlo a teplo. Rostliny se j
znacng tisni a pida je jiz vyCerpana, proto bude nutné piesazeni.

10.11.200265. tyden)Rostliny jsempresadil do 4 novych nadob. Padu jsem pouzil
stejnou jako pro vysev (tabulka 2). Pfi presazovani nedoslo
K thynu zadného semenacku.

Rostliny v nddobacht 2 a 3

10.7.2003 (23. mésic) Rostliny pieneseny do chladu Béhem jara a Iéta dorostly
nejvetsi rostliny do velikosti umoznujici pfenos ex vitra
23.9.2003 (25. me¢sic) Celkem 34 rostlinvysazeno na prirozeny substrqt.
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Rostliny waddobeé ¢. 1 (celkem 5 rostlin)

5.4.2003 (20. mésic)  Jedna rostlina pocala prudce hnédnout, ostatni mirné. Mirné
postizené rostliny byly piesazeny a uchovavany v lednici.
Pozdéji se mirn€ vzpamatovavaji.

1.11.2003 (26. mésic) Jedna rostlina vyrazila nové listy a mohla byt pfenesena ex
vitro, ostatni jadru prohnédlé.

Rostliny vradobe ¢. 4 (2 trsy)

30.6.2003 (23. mésic) Rostliny také pozvolna hnédnou, pieneseny do lednice a poté
piesazeny. Po Case odumiely.

3.3.3 Prenos semenacku ex vitro

Ke konci léta bylo ve vysevu 6 rostlin s dostate vyvinutym kofenovym
systémem (2- 3 adventivni kofeny na bazi hlizkovité ztloustlé) a s listy del§imi tii
centimetri. Pfenos byl proveden po piedchozim jarovizaénim ochlazeni. Pouzil jsem
postup dle doporuceni dr. Milana Balaze, rostliny byly zasazeny do sterilizované dobie
hydratované cedicové vaty Rockwool. Substrat jsem piipravil nékolikatydennim
macenim bézného Rockwoolu pouzivaného ve stavebnictvi ve vodé se saponatem,
proplachnutim a sterilizovanimtiakovém hrnci. Poté jsem ho naplnil do kvétinacku
S dobfte zajiSténou drenazi (polystyrénova drt’). Rostliny jsem po vyjmuti z agaru pétkrat
oplachl ve vod¢, nechal kratce osusit rozloZzené na papife a bez oSetfeni fungicidy
zasadil do substratu. pvnich 2 mésicich byly semenacky uchovavany v chladné stinné
mistnosti pod sklenénym poklopem. Denné byly roseny sterilizovanou vodou a obcas
zality pifevafenym roztokem Hydroponexu. Potom byly pfemistény do tepla. V zimnim
obdobi jsem je ptisvétloval tspornou zatfivkou, na jafe jsem je umistil na okenni parapet
(z pocatku jesté zastinéné prisvitnym papirem). Substrat je udrzovan stale vlhky, aby
rostliny nepfeschly, protoze prstnatec Fuchsiv (Dactylorhiza fuchsji roste bézné na
lesni slatinach celoroéné zamokienych.

3.4 Srovnavaci vysev prstnatci Fuchsova a majového,
pétiprstky a vemeniku

Prstnatec majovy Qactylorhiza majaliy pétiprstka zezulnik (Gymnadenia
conopsep a vemenik zelenavyP{atanthera chloranthp patii spolu s prstnatcem
Fuchsovym Dactylorhiza fuchs)ik nasim nejhojnéjsim druhiim. Prstnatec majovy roste
casto ve velkych mnozstvich na vlhkych loukach od nizin do hor. Podoba se prstnatci
Fuchsovu a na spolecnych lokalitich s nim vytvaii hybridni prstnatec Brauntv (D.
populace jsou napiiklad na Rychordch v KrkonoSich. Je to subtilngj$i rostlina
Sdlouhymi kopinatymi listy a hustym kvétenstvim svétle r0Zovych kvéth
piipominajicich komdara. Vemenik zelenavy je druhem podhorskych luk. Rostlina ma na
bazi vétSinou dva vejcité listy, 50 cm dlouhy stvol je zakoncen kvétenstvim velkych
vonnych bilych kvéta s Uzkym pyskem a dlouhou ostruhou nesouci nektaecMsy
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druhy maji podobné ekologické naroky (Casto se vyskytuji spolecn€) a jejich vysevy
byvaji uspésné (MICHL, 1988), proto jsem se rozhodl vyzkouSet jejichewya porovnat
jejich kli¢ivost na shodné agarové zivné pide.

3.4.1 Vysevy semen

Sbér semen

Celkem 20 semeniki prstnatce majového (Dactylorhiza majaliy jsem sebral za
velmi horkého dne pfed boutkou dne 30.6.2003 z lu¢ni lokality s hojnym vyskytem
v Rédle u Jablonce nad Nisou. Semena jsem vysel jesté t¢hoz dne.

Pétiprstku Zezulnik (Gymnadenia conopsggsem sbiral 30.7.2003 na lokalité
Pralouka pod Bukovcem v Jizerskych horachiiBlédnutim k celkovému poctu rostlin
na ldkalité jsem sebral pouze 16 semenikl ze 2 rostlin. Semena jsem vyséval druhého
dne.

Obr. 4: Semena prstnatce
majoveho, pétiprstky
zezulniku, prstnatce
Fuchsova a vemeniku
zelenavého.

Semena vemeniku zelenavéhelatanthera chloranthp jsem odebral 3.8.2003
v poctu 7 tobolek z rostlin, které jsem objevil na severnim svahu Kopga nad obci
Pule¢ny nedaleko Jablonce nad Nisou. Vyséval jsem je taktéz druhého dne.

Kone¢né semena prstnatce Fuchsova (Dactylorhiza fuchshi (14 semenikil) jsem
sebral opét na lokalit¢ Novovesky vrch 9.8.2003. Datum sbéru jsem volil ¢asnéjsi nez
v roce 2001, nebot” bylo velice teplé jaro a l1éto a rostliny kvetly diive. Meteorologickeé
podminky mohou mit zna¢ny vliv na kvalitu semen, proto ptfikladdm zaznam pribéhu
pocasi, ktery jsem zacal vést od konce Cervna 2003.

Desinfekce semen

Zakladni zpisob desinfekce byl stejny jako v roce 2001.
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Semena prstnatce majového pochazela ze zralyctraljeh tobolek dlouhych 1,3
cm. Kvili problémim s ucpadvanim injekéni jehly se jejich desinfekce prodlouzila z 15
na zhruba 30 minut. Vyseta byla oranzova semena.

Mikroskopickym porovnanim jsem zjistie semena pétiprstky jsou mensi nez
semena prstnatce, proto jsem zkratil desinfekci na 13 minut. Semena byla viceméné
zrala, avsak stale jesté uzaviena v tobolkach. Po prvnim tiepani v Ca(ClO) se témét
odbarvila, na pocatku byla ¢erna.

Tobolky vemeniku hly jesté zelené, dlouhé 2 — 2,5 cm. Semena byla pfichycena
Kk plodolistim. Desinfekci se zna¢né odbarvila.

Tobolky prstnatce Fuchsova se liSily zralosti podle mista ristu rostliny. Rostliny
v mokrych cCastech baziny mély men$i pocet zelenych delSich semenikt, rostliny
rostouci v mistech, kterétshdej$im nezvykle suchém 1ét€ vyschly, mély velky pocet
malych semenika pied otevienim. Bild az hnéda semena po prvni desinfekci Ca(ClO),
zezloutla.

Zivnd piida
Oproti roku 2001 jsem snizil obsah sacharosy a nahradil ji glukosou, ktera se ¢asto

pouziva v mediich pro vysev. Kyselinu citronovou jsem nalirlagselinou askorbovou,
ktera ma silngjsi redukéni ucinky. Obsah latek v médiu shrnuje tabulka 3.

Tab. 3. Slozeni zivné pudy pri vysevech roku 2003

, . obsah
Latka Specifikace v 11pidy
Hydroponex hnojivo pro hydroponii 19
Sacharosa fepny cukr 10 g
Glukosa 10 g
Aktivni uhli 1ékaiské 10g
Pyridoxin 1¢kaisky 20 mg
Kyselina askorbova | Celaskon 250 mg
Agar 10 g
Destilovana voda 1000g

SloZeni zivnych ptid bylo pro vSechny vysevy shodné, malé odchylky byly pouze
ve vlhkosti média (mnozstvi vody zkondenzované na povrchu pudy).

3.4.2 Kliéeni in vitro

Vysev prstnatce mdjoveho, pétiprstky a vemeniku
Kultivaéni nadoby byly po vysevu uloZzeny do tmy pii pokojové teploté. B€hem

zimy jsem je pienesl do lednice, pres jaro a 1éto 2004 opét v teple a ve tmé. V srpnu
jsem vysevy na 3 tydny zmrazil. Od té doby vysev prstnatce a pétiprstky ve tmé a

23



Material a metody

Vv teple bez znamek kli¢eni. U vemeniku vykli¢il 1 protokorm (moZna jiz v zati 2003),
brzy vSak zhnédl. Vysev vemeniku udrzuji doposud na svétle.

Vysev prstnatce Fuchsova

9.8.2003 (0.den) Vysev jsem umistidlo tmy pri pokojové teplote

10.9.2003 (32. den) Protokormy prokazatelné kli¢i.

24.12.2003133. den) Kultura pienesena na svétlo, piisvétlovano tspornou zativkou
11 W 13- 16 hodin denn¢.

7.3.2004 (31.tyden)Kultura nebyla ochlazovana. Ve vysevu je zna¢né mnozstvi
protokormd, proto je rozsazuji na nova zivna média. Nasledujici
experiment zjistuje vliv sacharidového slozeni a hustoty média
na rust semenackda.

3.5 Rist semenacku prstnatce Fuchsova na riznych
Zzivnych pidach

3.5.1 Zivna média

Podstatnymi Ciniteli, které mohou ovlivnit rist rostlinek in vitro miize byt obsah
sacharosy. Vysoka koncentrace sacharosy miize vést k hnédnuti semenacki
(VLASINOVA, 1990). Obsah sacharidd v pidé muze také ovlivnit rychlost ristu a
vyvinutost rostlinek. Mnozstvi agaru ovliviiuje hustotu média a tim ponofeni semendcku
do pldy. V piedchozich vysevech jsem si vSiml, Ze hnédnuti je vétSi u kotfent
ponofenych do agaru, nez u téch které rostou nad pidou, coz by se mohlo nésledujicim
experimentem provefit.

Semenacky prstnatce Fuchsova (Dactylorhiza fuchs)i z predchoziho pokusu jsem
rozdélil do 10 nadob. V kazdé nadobé byla plida jiného slozeni. Zakladni spolecné
substance, které ukazuje tabulka 5, byly doplnény sacharosou v mnozstvich 0, 5, 10, 15
a 20 g/l a agarem (7,5 a 22,5 g/l). Obsah sachaaagaru v jednotlivych nadobach
(oznacenych 0-, 0+,..., 4+) ukazuje tabulka 4.

Tab. 4: Obsah agaru a sacharosy v médiightdcazovaini semenackii 7.3.2004

T Sacharosa (g/l)
Oznaceni média 0 5 10 15 20
75 0- 1- 2- 3 4
Agar (g/l) 225 0+ 1+ ot 3+ A+
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Tab. 5: Zakladni slozky Zivné pudy k presazovani semendckii 7.3.2004

, - obsah
Latka Specifikace v 11 pidy
Hydroponex hnojivo pro hydroponii 19
Glukosa 10 g
Aktivni uhli 1ékarské 109
Spofavit Smés vitamint

slozeni 1 tablety: |kyselina askorbova 50 mg
thiamin 1 mg
riboflavin 1 mg
pyridoxin 1 mg
tokoferol 5 mg
retinol 400 ng
niacin 10 mg
cholekalciferol 2,5ug
pantothenan vapenaty 4 mg 5 tablet
Destilovana voda 1000 g

3.5.2 Kultivace semenac¢ku

7.3.2004 (31.tyden)Po ptesazeni probihala kultivace semenackt pii pokojové
teplote. Az do pienosu do lednice jsem kultury prisvetioval
umélym svétlem 13 — 16 hodin dennég, zaroven jsem je stinil od
pfimého slune¢niho svétla.

23.8.2004 (13. mésic) Nadoby 0O, 3-, 4 jsem ptenesl do chladu (nékteré rostliny
zaCaly hnédnout).

1.1.2005 (17. mesic) Zbyvajici nadoby jsem také pienesl do lednicek navozeni zimni
periody.

13.3.2005 (20. mésic) Kultury byly pieneseny zpét na teplo a svétlo.

3.6 Vliv desinfekce semen a obsahu sacharosy na kli¢eni
prstnatce majoveho

Po nepfili§ pozitivnich vysledcich prvniho vysevu prstnatce majového
(Dactylorhiza majali$ jsem se rozhodl detailné prosetiit vliv desinfekce a mnozstvi
sacharosy wédiu pti klieni. Pti kratké desinfekci nemusi byt testa semen dostatecné
rozruSena a kliceni je inhibovéno, pii ptili§ dlouhé desinfekci se mohou porusit zdrodky
v semenech, kterd potom opét nevyklici.
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3.6.1 Vysev semen

Shér semen

Semena jsem sbiral 16.7.2004 na shodném misté jako v roce 2003. Celkem jsem
odebral 40 tobolek ©méi zralymi semeny. ProtoZe jsem nemél moznost provést vysev
okamzité, ulozil jsem celé, vétsinou jesté uzaviené tobolky na dva tydny do lednice

Desinfekce a Zivnd pida

Semena jsem vysel do Sesti kultivaénich nadob na Sest odliSnych médii 2.8.2004.
Zakladni substance zivné pludy uvadi tabulka 6. Jednotlivé nadoby se li§i obsahem
sacharosy (0 nebl0 g/l) v pidé¢ a desinfekci semen. Pouzival jsem 96 a 70% ethanol,
nasyceny roztok chlorového véapna (22%) a roztok chlorového vapna ziedény 1:3 (6%)
(tabulka 7).

Tab. 6: Zdkladni slozky Zivné pudy k vysevu 2.8.2004

. .. obsah
Latka Specifikace v 11phdy
Hydroponex hnojivo pro hydroponii 19
Glukosa 10 g
Aktivni uhli 1¢kaiské 109
Spofavit Smés vitaminti 5 tablet
Kyselina askorbova |Celaskon 200 mg
Agar 849
Destilovana voda 1000 g
Tab. 7: Obsah sacharosy a pouzita desinfekce pri vysevu 2.8.2004
Puda 1 4 2 5 3 6
Sacharosa (g/l) 0 10 0 10 0 10

96% ethanol 96% ethanol 70% ethanol
Desinfekce 22% Ca(OCH 22% Ca(OCh 6% Ca(OCl)
1+5|1+45|1+2 min | 1+45|1+5[|1+5 min | 1+5|1+5|1+8 min

Pii pouziti vétsi koncentrace se semena odbarvila béhem 1. tfepani v chlorovém
vapné, pii nizsi koncentraci az po 2. tfepani.
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3.6.2 Kultivace vysevii

2.8.2004 (0.den)  Kultiva¢ni nadoby uloZeny ve tmé, teplota pokojova.
1.1.2005 (20. tyden)Kultury pfeneseny do lednice
13.3.2005 (7. mésic) Kultury pteneseny zpét na teplo, ve tmé.

3.7 Kultivace symbiotickych hub

Vyzkum symbiotickych hub je nedilnou soucésti studia orchideji. Zakladem je
ziskani Cistych kultur hub z kofen orchideji, o coZ jsem se v nasledujicim experimentu
pokusil. Cilem experimentu bylgji#éni optimalniho zptisobu desinfekce vychoziho
materialu (kofenu prstnatce Fuchsova (Dactylorhiza fuchs)) pro ziskani kultury
symbiotické houby. Jako inspirace pro provedeni izolace hub mi poslouzily postupy
uvedené v praci zabyvajici se pokusy s mykorhizriimibami QREMUS et OTTEN,
1981).

3.7.1 Zalozeni kultury

Sbhbér materialu

9.8.2003 jsem sebral celkem 5 kofenli znéckolika rostlin prstnatce Fuchsova
(Dactylorhiza fuchs)i rostoucich wmoktadu na Novoveském vrchu. Sbér jsem proved]
v zavérecné fazi vegetacniho obdobi, nebot’ tehdy je infekce houbami nejvétsi a ztrata
kotent jiz rostliny nepoSkodi (mély téméf zrald semena). Odebiral jsem konce kotfent
rostoucich tésné pod povrchem pldy, samotnou hlizou nebylo hybano a nebyla ani jinak
poskozovana. Téhoz dne jsem materidlem ockoval Zivné medium.

Predtim jsem se piresvédCil mikroskopicky o ptitomnosti hyf v kotfenech.
V buiikach byly zifejmé tmavé shluky houbovych vlaken.

Desinfekce a ockovani

Pti ockovani kultury hub je nutné nalézt optimalni desinfekci, kdy jsou zniceny
choroboplodné zarodky na povrchu kotfenil, avSak hyfy v nitru kofenovych bunck
zustavaji nedotéeny. K desinfekci jsem pouzival roztoky chlorového vapna — nasyceny a
fedéné 1:1, 1:2, 1:4 pfi rizné dobé plisobeni od 5 do 120 sekund (tabulka 8).
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Tab. 8: Desinfekce korenii pri izolaci hub 9.8.2003

Doba desinfekce (s)
miska 1
22%
° 5 15 30 A - -
11% 10 m';:a : 30
Ca(OCl : - — -
a( y 704 miska 3 miska 4
0
10 20 30 45 60 90
4% miska 5
15 30 60 90 120 -

Ockovani bylo provedeno v Haszlerové skiini. Pfedem omyté kotfeny byly
rozfezadny na segmenty dlouhé okolo 1 centimetru vyzihanou ziletkou a poté pfeneseny
pinzetou do Petriho miskydesinfekénim roztokem. Po uplynuti desinfekéni doby byly
oprany sterilizovanou destilovanou vodou a ockovany na zivné médium v Petriho
miskach. Misky byly nakonec zalepeny izolepou proti vnéj$i infekci a umistény do tepla
pii pokojové teploté. Celkem jsem naoCkoval 5 misek, v kazdé bylo n€kolik oddélenych
shluki kotent, které se liSily pouzitou dobou desinfekce.

Zivnd puda

Zivné médium bylo vyrobeno dle tabulky 9.

Tab. 9: Zivna piida ke kultivaci hub 9.8.2003

) . obsah
Latka Specifikace v 11pidy
Hydroponex hnojivo pro hydroponii 29
Glukosa 20 g
Brambora uvaiend, rozmélnéna 50 g
Agar 159
Destilovana voda 1000 g

3.7.2 Kultivace hub

Po celou dobu kultivace byly misky tmé pri pokojové teplote.
Po tydnu jiz zacal rist prvnich vldken mimo koteny, za mésic jiz byla v kultute
vyvinutd mycelia, ktera jsem 10.1.2004 ptfeockoval na novd média (3 misky).
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Pozorovani a vysledky

4.1 Prvni vysev prstnatce Fuchsova

4.1.1 Prubéh kliceni do presazeni

Kli¢eni je chronologicky popsano v tabulce 10.

Tab. 10: Kliceni prstnatce Fuchsova

=

Datum D,O ba od Stav Pozorovani
vysevu
13.8.2001| 0.den|teplo, tma|Vysev.
5.10.2001| 54.den|svétlo Jiz n€kolik tydnti po vysevu patrné bobtnani.
10.11.2001] 90.den|chlad
22.12.2001] 132.den Prvné zaznamenano kliceni, protokormy
vytvotily bilé kulovité utvary velké 1 mm.
3.2.2002| 175.den|svétlo Kli¢i 10 protokormi, rasi kofenové vlasky.
10.3.2002| 30.tyden Vyviji se 12 protokormul, zaklada se prvni list,
zarodky jsou velké 1,5 mm.
14.4.2002| 35.tyden Protokormy se proménuji v hlizky velké 2 mm,
Z nichz rasi drobné zelen¢ listky valcového tvaru.
8.5.2002| 39.tyden Vyviji se 20 prabkormu, hlizky tmavnou.
13.8.2002 1. rok List nejvyspélejsi rostliny méfi 1 cm, ostatni do 5
mm. Na bazi listu se vyviji novy ttvar husté
porostly kofenovymi vlasky —adventivni koten.
Na pocatku 1éta vyklicilo asi 10 novych
protokorml.
24.8.2002| 54.tyden|chlad Nékteré protokormy hnédnou, zchlazeno.
4.10.2002| 60.tyden Rust pokracuje i v chladu, list u 17 rostlin, délka
0,5-2,0 (2,3) mm, u 6 rostlin adventivni kofen
dlouhy 1-5 cm, 20 rostlin v protokormalnim
stadiu nebo se zarodkem listu.
24.10.2002 63.tyden|svétlo Zacina se diferencovat 2. adventivni kofen rist se
zpomaluje kvili vy€erpanosti pudy.

4.1.2 Vyvoj po presazeni

Rostliny byly pfesazeny na novou agarovou pudu dne 10.11.2002. Prvni listy
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Pozorovani a vysledky

posléze dalsi listy. Rlistu nového listu je vzdy kladen znacny odpor, nebot’ musi proriist
puvodnim, ktery podélné¢ praskd. Ztéchto davodii jsou listové organy casto
deformované. Adventivni kofeny se vyviji u vétSiny vyspélejsich rostlin vpoctu 1 — 3.
Starsi kofeny na bazi tloustnou a vytvari tak hlizovity organ. Rist semenacki zachycuje
tabulka 11. Do 15.3.2003 jepvaméru zachyceno 15 nejvyspélejSich z celkem 60
rostlin (zbyvajici mensi mély listy dlouhé teprve 0,3 — 1 cm). Sioké vékové rozvrstveni
bylo zplsobeno nerovnomérnym klicenim. Koncem bfezna se zacind projevovat silne
hnédnuti v nddobé €. 1 a v Cervnu i v nadob¢ €. 4. Primérny vzrist byl poté pocitan
pouze ze zdravych rostlin (7 z celkem 34).

Tab. 11: Riist semenackii prstnatce Fuchsova

Datum Pnfmemy Interval Pozorovani
vzrust (cm) (cm)

30.11.2002 1,8 3,0—-1,0 |1 kofen do 1 cm, zarodek druhého.
21.12.2002 2,2 3,6-1,4

21.1.2003 2,5 3,8—1,5 |1-2 kofeny do 1 cm, vyrtstaji dalsi listy.

13.2.2003 2,7 4,0-1,8

15.3.2003 3,1 5,0—1,5 |Zaklada sejizi 3. koten.

23.5.2003 3,2 4,0—2,0 |Zacind hnédnuti.

4.7.2003 3,8 5,0—2,5 |Kofeny 1 —2 (4) cm, zaCinaji tloustnout.
13.8.2003 4.4 55—3,6 |Vyviji se vporadi 3. —4. list.V chladu

4.1.3 Hnédnuti semenackua

Hnédnuti bylo jedinou pfi¢inou thynu semenackt péstovanych in vitro. Projevuje
se nejdiive postupnym blednutim listl rostlin a pozdéji hnédym zbarvenim pocinajicim
od baze nejmladSiho listu (mimo tohoto skultufe objevuje i ,,nezhoubné* hnédnuti
starych listll a ptivodnich hlizek, kdy vSak zlistava nejmladsi list svéze zeleny a rostlina
neodumird). Hnédnuti postupuje velmi rychle a béhem nékolika tydnl rostlina odumfe.
Po otevieni nddob s uhynulymi rostlinami je mozné registrovat typicky zapach ,,po
zkyslych boravkach*.

Hnédnuti semenackii v obou nadobach postihlo hromadné vSechny semenacky.
Domnivam se, Ze jednou z pfi¢in hnédnuti v nddobach ¢. 1 a 4 mohlo byt ¢astecné
vystaveni kultur sluneénimu svétlu, nebot’ v ostatnich nadobach, které byly lépe
zastinény, k hnédnuti nedochazelo.

Postizené rostliny jsem se pokusil zachranit.

V nadob¢ ¢. 1 zhnédla 1 rostlina 21.3.2003, nadoba byla pfenesena do chladu a
5.4.2003 jsem ostatni mén¢ postizené rostliny piesadil. I poté jsem je nechal v chladu.
23.5.2003 zacaly rostliny raSit. Nakonec jsem mohl jednu rostlinu 1.11.2003 pifenést na
pfirozeny substrat. Ostatni definitivné odumtely (Zhnédl rGstovy vrchol).

Rostliny znadoby ¢. 4 byly také zchlazeny a piesazeny, avSak zadna nevyrasila.
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4.1.4 Prenos semenacku ex vitro

Ptenos do kvétinaCkll na pfirozeny substrat tvofeny Rockwoolem jsem provedl
23.9.2003 (2 roky po vysevu) po piedchozim zchlazeni kultur (od 11.7.2003).

Sest nejvyspélejsich rostlin mélo listy dlouhé primémé 4 cm a 2 — 3 kofeny
prumérné celkové délky 4 cm na rostlinu. Ostatni rostliny mély list od 5 do 2 cm a
zadny az dva koteny do 1 cm délky.

2.10.2003 (2. tyden) Minimaln¢ u 3 semenacki se aktivoval rust listu, ktery se
zalozil jiz in vitro. Starsi listy blednou a usychaiji.

15.10.20034. tyden) V kvétinacku je 16 zelenych semenacki. 23.11.2003 pieneseno
do teplejsi mistnosti, pfisvétlovano.

Béhem zimy U 4 semenackt zacinaji vyrazet nové listy.

Rok 2004 Nazivu 5 rostlin, staré listy z kultury in vitro usychaji, rust
novych listl je extrémné pomaly.

Jaro 2005 Listy 5 zivych rostlin maji délky 1,5 2 cm, povrch substratu je

, pokryt mechem (70%) a jatrovkami (5%).
UspéSnost pienosu byla 14% pocitdme-li celkovy pocet semenackt 34.
Uvazujeme-li jen nejvyvinutéjsi, dosahuje uspésnost az 80%.

4.2 Srovnavaci vysevy orchideji

4.2.1 Vysevprstnatce majového, vemeniku a pétiprstky

U prstnatce méjovéhd@ctylorhiza majali a pétiprstky zezulniku (Gymnadenia
conopseajsem zaznamenal nejvyse bobtnani semen. Ke kli¢eni nedoslo.

U vemeniku zelenavéh®latanthera chloranthpse pravdépodobné na podzim po
vysevu vyvinul Vkultute 1 vietenovity atvar délky 0,5 cm pokryty kofenovym vlasenim
a se zékladem listu (asi). Brzy v8ak zhnédl.

4.2.2 Vysev prstnatce Fuchsova

10.9.2003 (32. den) Vysev jeve tme, vyklicilo asi 20 semen.

23.11.200315. tyden)100 vykli¢enych protokormu, bilé, protahlé, rasi kofenové
vlasky. Vprosinci pieneseno na svetlo zativky.

7.3.2003 (31. tyden)Celkem vykli¢ilo asi 200 protokormd, ¢ast zhnédla. Nejvétsi
protokormy jiz mély prvni list (vyvijel se od ledna). Celkova
délka probkormi vcetné listu dosahuje az 1 cm.
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4.3 Rust semenacki prstnatce Fuchsova

4.3.1 Prubéh riastu

Presazeni probéhlo 7.3.2003. Dalsi kultivace probihala na svétle, v teple.

Rostliny byly 13— 16 hodin denné ptisvétlovany az do zchlazeni v pribéhu zimy
2004/2005.Spektrum pouzivané usporné zatfivky, které jsem zméfil k tomuto ucelu
zhotovenym spektroskopem, je nespojité. Sklada @gr& fialové cary 4 = 400 nm,
slabého modrozeleného pasu u 510 nm, vyraznéhnételedubletu = 550 nm a dvou
intenzivnich sérii franamii = 580 nm (zlutd) a 2 = 700 nm (Cervena). Prisvétlovani
rostlindm svédcilo, nebot’ mély svéze zelené listy.

Vyvoj kultur zachycuiji v tabulce 12.

Tab. 12: Riist semenacki prstnatce Fuchsova na riiznych pudach

16.5.2004 12.8.2004 28.9.2004 27.3.2005

Z 3 3 3

2 : = 2|3z o oz <

5| 2 5| £ 2 Z |z <

s | 2| 2 21252 5 | = 5
£1s5|%3 23| E|3 = |3 :
3| 2| = o | = | 8| = 8| = 3
SIS | 5| =z| 5| 5|2 | 5| =z|2|5| 2|2
3IE|E|E|E| 2|5 | 2|25 &2
SIE|S|E|E|Q|E|S 8| &R

0- 20006 | + (10| ++ | 20 | * * * 6,4 | + 60
0+ 10/ 02| 0 | 0,7 | + 10 | 09| + 10 | 2,1 | +++ | 10
1- 251041 0 |07 | + 12 109 | + 25 | 30| + 80
1+ 12108 | + |11 ]| + 0 |12 ]| ++ 9 [23 ] ++ | 30
2- 9( 05 + 1,2 | ++ 0 14 |+++ | 33 75 | +++ | 90
2+ 1006 | + |14 | ++ | 14 | 18 |+++| 20 [ 35 | ++ | 80
3- 1505 | + |12 ]| + 50 | * * * 45 | ++ | 93
3+ 8107 O 11| + 0 1,2 | ++ 0 22 | +++ | 12
4- 13/ 05| + |10 ]| ++ | 25 | * * * 40 | +++ | 92
4+ 8,06 | + |14 | ++ O |23 |+++| 0O |40 |+++]| 20

V koloncekoteny oznacuje + slabé vyvinuty kofenovy systém

++  stfedné vyvinuty kofenovy systém
+++ velmi vyvinuty kofenovy systém.
Pozorovani nahrazena * nebyla provedena, nadoby byly kvili hnédnuti umistény
v lednici.
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Z pozorovani zieyme vyplyva, Ze nejveétsi podil hnédnuti nastal v nddobach se fidsi
pudou (oznaceni -).

Vétsi obsah sacharosy urychloval rist listu a kofenti a rostliny byly celkové
siln€j$i. Semenacky vyvinuté na pidach s menSim mnozstvim sacharosy byly spise
chabé, senkymi, nékdy dlouhymi listy. V priméru mély rostliny 1 — 3 kofeny délky do
3 centimetr. VétSina kofenl rostla nad zZivnou ptidou, ziviny byly pfijimany pouze
kofenovymi vlasky. Casto jsem dokonce pozoroval, Ze kofeny rostly vzhiru, téméf
rovnobézn¢ s listy. Nejvyvinutéjsi rostlina vyrostla vnadobé 2-, méla list délky 7,5 cm
tvaru shodného Isstem dospélé rostliny (plochy, skvrnity), ostatni listy byly svinuté,
valcovité a neskvrnité.

Zajimavym jevem, ktery jsem pozoroval ve vSech badb, byla proliferace 5
10 % protokormi. Ty se samovolné vegetativné rozdé€lily na shluky 3 —12 novych
protokormt, které se poté dale vyvijely béznym zplsobem. Vyjimecné se takovyto
shluk oddélil i1 od vétSich semenackt, které jiz méli vyvinuty list. Proliferované rostliny
jsem nezahrnoval do priméru.

4.4 Vliv desinfekce na kliCeni prstnatce majového

4.4.1 Kliceni prstnatce majového

Do 27.3.2003 nedoslo zatim ke kliceni.

4.5 Kultivace symbiotickych hub

Obr. 5: Pocatek ristu mycelia
Z korene, utvary
vytvorené hyfami
(vldkna a valce),
mikroskopicka
struktura ,bilé”,
,,Cervené‘“ a ,, cerné*
houby (podobné
méritko).
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4.5.1 Ruist hub

9.8.2003 (0. den)
13.8.2003 (4. den)

18.8.2003 (9. den)

10.1.2004 (5. mésic)

Pozorovani a vysledky

Oc¢kovani kultury.

Okolo kotfent se rozsifuje mlécny zékal, pravdépodobné
bakterialni kolonie.

Okolo kofent 15 (nddoba 1, desinfekce 5 s) béloleskly povlak
vzhledu ,kondenzovaného mléka“.

Okolo 13p suché podhoubi zluté az hnédé nab¢&hlé

V nadob¢ 2 pouze bakterie.

Nadoba 3 kontaminovéana, aBienicillium sp. Infekce vSak
nejspiSe nepochazikatenti, nebot’ plisen vyrusta soucastné po
celém povrchu agaru.

43, 450, oo, S50 — zacind rast hub (bilé chomacky)

Houby vpodob¢ bilych az Sedych vlaknitych mycelii porostly
cely povrch agaru. Jednotliva mycelia se makroskgpi
odliSuji barvou agaru pod podhoubim (projevuje sstarych
mycelii v rozkladu).

15 —,.Cervena* houba, 135—,,Cerna“ houba.

2 —bez houby, 3 kontaminovano (zeleno¢erné vytrusnice).

4y — ,bila", 4gp,.Cervend, 4qq,,Cerna’.

5 — misty pokryto ,bilou” houbou, silny bakterialnikza.

1s, 130, 430, 450, 4oo pieockovano podle druhu houby do 3 novych Petriho misek.

Béhem roku 2004 houby porostly celé¢ misky. ,,Bild* houba vytvotila z vldken
uprostied misky kopec o praiméru 3 cm, zmycelia ,,Cervené* houby vyrostly vzhtiru bilé
hunaté valce tlusté 3 mm a z ,,Cerné* svazky hyf dlouhé 1 cm.

4.5.2 Struktura hub

Vsechny pozorované Utvary byly slozeny pouze z vldken, Zadna houba nevytvoftila

vytrusné organy.

Hyfy hub jsem pozoroval mikr&spem, ,,Cervena‘“ houba ma silna vétvena vlakna,

,bila“ ma tenka tvoftici shluky a ,,Cerna“ ma husté propletena vldkna o trochu silnéjsi nez
u ,bilé“ houby (obr. 5).
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5 Diskuse

Od roku 2001 jsem provedl celkem tyto experimenty:

« Vysev prstnatce FuchsovaD{ctylorhiza fuchs) ukonéeny pifenosem
semenackll na piirozeny substrat.

. Srovnavaci vysevy prstnatce Fuchsovdadtylorhiza fuchs), prstnatce
majového Dactylorhiza majaliy pétiprstky Zezulniku (Gymnadenia
conopseaa vemeniku zelenavéhBlatanthera chloranthana shodna média.

. Srovnani rastu semendckua prstnatce Fuchsova na pidach s riznym obsahem
sacharosy a agaru.

« Vysev prstnatce majoveh®éctylorhiza majalig zjisténi vlivu desinfekce na
kliceni.

¢  Kultivace symbiotickych hub prstnatce FuchsaWadtylorhiza fuchsi)i

Vysevy prstnatce Fuchsova

Prstnatec Fuchsuv vykazoval v obou pokusech vysokou kli¢ivost. V prvnim vysevu
semena vykli¢ila 130 dnl po vysevu a celkem jsem ziskal 60 semenacku z 12 tobolek.
Ve druhém vysevu kli¢ila semena jiz po 30 dnech a ve vyrazné vétSim mnozstvi, celkem
200 protokormilt ze 14 tobolek. Zpozdéni kliceni v prvnim ptipad¢ ziejme zpiisobilo
pieneseni vysevu na svétlo, které kliceni inhibuje. DalSimi faktory mohlo byt sloZeni
pudy (v prvnim piipad¢ sacharosa 20 g/l, ve druhém sacharosa a glukosa po 10 g/l),
odlisné stafi a vyvinutost semen a podobné. Podobné vysledky s kli¢enim prstnatce
Fuchsova uvadiVEJSADOVA (1997). Pozorovala dobré kli¢eni tohoto druhu od 8. — 12.
tydne nehled¢ na druh sterilizace (10% NaOCI ¢i 7% Ca(OCl)y,).

Vzhledem kobjemu provedenych experimenti vSak neni mozné vyvozovat
z vysledka téchto vysevil Zadné hlubsi zavéry.

Vysevy ostatnich druhii

Vysledky vSech ostatnich vysevli byly veskrze negativni. Kromé jednoho
semenacku vemeniku, ktery vSak uhynul, nedoslo ke kli¢eni. Neuspéch téchto vysevi je
zvlasté pozoruhodny ve srovnani s pomérné dobrymi vysledky vysevi prstnatce
Fuchsova.

MozZnou pticinou nezdaru u pétiprstky zezulniku mohla byt nadmérna desinfekce
semen, nebot’ jsou mensi néz u ostatnich druhi. Nizké procento nakli¢enych semen
podobné popisuje VEISADOVA (1997), naopaMICHL (1988) tadi pétiprstku mezi dobie
kli¢ici druhy.

U vemeniku jsem vysel malé mnozstvi pomérné nezralych semen, coZ mohlo
zpusobit nepatrné kliceni.

Co se tyce vysevu prstnatce majového, miizeme jako negativni oznacit zatim pouze
prvni vysev z roku 2003. U druhého vysevu, kdy jsgtouSel vliv desinfekce, neni
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zatim mozné kli¢eni vyloucit. Michl uvadi, Ze ke kli¢eni miize dojit 1 az 1 rok po
vysevu. Neuspéch pfi prvnim vysevu by bylo mozné zdiivodnit pouzitim pievazné
zralych semen. Michl vysledoval velmi vyrazny pokles kli¢ivosti, porovnaval-li zrala
semena se semeny ve 2/3 zralosti a to 1 u dobte kli¢icich druht, jako je prstnatec
majovy.

Jako dalsi pfic¢inu negativnich vysledkl kli¢eni by bylo mozné uvazovat pouziti
cerstvych semen. Napiiklad LATALOVA (2000) uspésné vysévala semena po piedchozim
vysuSeni a tiiletém zmrazeni.

V neposledni fadé mohlo byt faktorem ovlivitujicim Zivotaschopnost semen pocasi
béhem vegetani sezdny. Zvlaste 1éto roku 2003 bylo velmi suché, coz bylo na
lokalitach, kde jsem provadél sbéry semen, dosti patrné. Zde by Slo také najit rozdil
mezi prstnatcem Fuchsovym a ostatnimi druhy, nebot’ ten rostl na lesni bazince a nebyl
suchem pfili§ postizen.

Obr. 6: Semendcky prstnatce Fuchsova

Riist semendckii in Vitro a prenos na prirozeny substrdt

V pokusech jsem zaznamenal pon¢kud pomalejsi riist, nez uvadi Michl a ostatni
autofi. Divodem je zfejmé absence ristovych stimulatord v mych médiich. Po kultivaci
semenackt z vysevuin vitro dosahoval list primérné délky 4,4 cm a semenacky mély
vyvinuté az tfi koteny, které byly jiz u vétSiny vyspélejSich semenackll na bazi hlizovité
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ztlustlé. Kultury byly dvakrat pieneseny do chladu a tmy k navozeni zimniho obdobi. Je
zajimavé, ze i v chladu rist stale pokracoval a listy zustaly zeleny.

Béhem kultivace jsem se setkal také shnédnutim semenackti. Jako moznou
iniciacni pfic¢inu jsem potvrdil plisobeni slune¢niho zafeni, nebot’ nadoby s postizenymi
rostlinami nebyly dokonale zastinény. Dale jsem zjistil, Ze jsou-li ¢astecné zhnédlé
rostliny okamzité pfesazeny a pteneseny do chladu, mohou byt zachranény, avSak
uspésnost neni velka.

Dva roky po vysevu jsem celkem 34 rostlin ptenesl do sterilizované ¢ediCové vaty
Rockwool postupem dle doporuceni dr. Balaze. Po pienosu byla kultura uchovavana 2
meésice v chladné mistnosti pfi vlhkosti 100%. UvaZzujeme-li pouze silné semenacky
vhodné kpfevodu ex vitrq dosahlo piesazovani uspésnosti 80% (ptezilo 5 semenacku
Z Sesti nejsilngjSich). Rist presazenych rostlinek je vSak velmi pomaly, pravdépodobné
by bylo vhodné vsadit nyni rostliny do Uzivnéj$iho substratu, naptiklad do pidy
Z lokality (substrat pfipraveny z Rockwoolu neobsahuje Zddnou organickou slozku).

MiCHL (1988) doporucuje pienaset rostliny vyhradné k matetskym rostlinam, které
pestujeme V kvétinaci a které zajisti semendckim infekci symbiotickou houbou. Pfi
vysazeni rostlin do cCistého substratu pozoroval téméf kompletni tthyn a zbylé
semenacky Zivotily. V mém experimentu byla GispéSnost ptenosu 1 bez pouziti matefské
rostliny pomérné velka. Vyznamny vliv zfejm¢ ma udrZzovani rostlinek ve stalém vlhku
a pocatecni asepti¢nost substratu (Balaz, Ustni sdé€leni), Zivofeni se ovSem potvrzuje.
Vyhodou realizované metody pienosu je, Ze nepotiebujeme odebirat z ptirody dospéle
rostliny, které jsou vza€. Ukazuje se ale nutnost pozdéjsi infekce semenacku, coz by
mohla zajistit pida z lokality, nebo ptfidavek ¢isté kultury symbiotick¢ houby. Obé
moznosti se pokusim provéfit.

Srovnani rustu semendckii prstnatce Fuchsova na riiznych médiich

Vykli¢ené protokormy z druhého vysevu prstnatce Fuchsdvyaatylorhiza fuchs)i
jsem rozsadil do 10 naddobobsahem sacharosy od 0 do 20 g/l (zakladem vSech puid
byla glukosa 10 g/1) a vétSim (22 g/1) ¢i1 menSim (7,5 g/l) obsahem agaru. Sledoval jsem
rychlost ristu a hnédnuti. Rostliny jsem nechal vadobach delsi dobu, aby se hnédnuti
dostate¢né projevilo. (Jinak je vhodné kultury po prvnich naznacich hnédnuti piesadit,
stard pida postupné ztraci reduk¢ni ucinky oxidovanim kyseliny askorbové.)

Po roce se zietelné projevilo vétsi procento hnédnuti na fidsi pade. Divod vidim ve
vEétSim ponofeni kofenového systému v agaru, ktery se takto Spatné okyslicuje.
V pristich experimentech zkusim vliv pfidavku poréznich struktur do média (napf.
jemny kiemenny pisek), které by jeho fyzikdlni vlastnosti ptiblizily skute¢né ptdé.

Sacharosa se projevila zrychlenim rastu semenackt, které byly také celkoveé
vyvinutéjsi, vysledek vSak neni zcela jednoznac¢ny. Podobné jsem nevysledoval zcela
jednoznacny vliv sacharosy na hnédnuti, byl by potieba vétsi objem experimenti.

Pozitivné na riist semenacki pasobilo také umélé ptisvétlovani uspornou zativkou.

Kultivace hub

Experimentem zabyvajicim se kultivaci mykorhiznichb zkofent prstnatce
Fuchsova Dactylorhiza fuchsji jsem chtél zjistit idealni zptsob desinfekce vychoziho
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materialu. Srovnaval jsem pouZziti roztoku Ca(OCl), nasyceného 22% aZz zifedén¢ho na

7% a jeho puasobeni od 5 do 120 sekund. Hyfy hub se zacaly vyvijet jiz po tydnu,

celkem jsem vypéstoval tiéi ruzné druhy hub, prstnatec Fuchsiv ma tedy i na jedné
lokalité vice symbiontl (kotfeny byly odebrany z n€kolika rostlin). K riistu hub doSlo jak

po pouziti nizké tak vysoké koncentrace. Jednoznacny vliv desinfekce nalezen nebyl.

Pouziti sily desinfekce v uvedeném rozpéti vede k uspésné kultivaci hub které mohou
byt dale vyuzity pii experimentech s orchidejemi (symbioticky vysev, prenosy

semenackut ex vitro).

Celkové zaveéry

Prstnatec Fuchsiv (Dactylorhiza fuchsh Ize relativné uspé$né vysévat
v jednoduchych podminkach s minimalnimi naklady. &sostatnih druhd, prstnatce
majového Dactylorhiza majaliy pétiprstky zZezulniku (Gymnadenia conopsgaa
vemeniku zelenavéhoPlatanthera chloranthp vsak uspésné nebyly. Jednoznaéné
pfi¢iny neni mozné stanovit pro maly objem experimentd, ktery je mimo jiné limitovan
malym mnoZstvim rostlin v pfirodé€. Na vysledcich pokusii se komplexné podili soubor
mnoha riznych faktort, jejich zkoumani bude naplni prace dalSich let.

Pti sledovani riistu semenacki jsem zjistil stimulujici vliv nizké koncentrace agaru
v zivné pudé¢ na hnédnuti rostlin. Sacharosa podporovala celkovy rist semendack.
Priikkaznost experimentu vSak neni pftili§ velkd jak z ditvodu rozsahu pokusu, tak pro
jeho nestandardnost (napiiklad nedefinovatelné sloZzeni minerdlniho hnojiva
Hydroponex...).

Dale jsem realizaal ptenos semenackd ex vitrona substrat bez mykorhizni houby,
ktery byl usp&$ny, nasledny rist rostlin byl viak pomaly. Cista mineralni plst Rockwool
zfejmé neposkytuje rostlindm dostatek Zivin.

Nakonec se mi podafilo kultivovat n€kolik druhtt mykorhiznich hub Zzkofent
prstnatce Fuchsov®actylorhiza fuchsji

Asymbioticky vysev predstavuje moznost mnozeni a potazmo zachrany druht
orchideji ohrozenych vyhynutim. Vysledky, predev§im ve srovnani snarocnosti a
nakladnosti postupli, vSak zatim nejsou dostateCné,a proto se nejproduktivnéjSim
zpisobem zichrany orchideji stale jevi diislednd ochrana a fizend udrZba stavajicich
lokalit, nebot’ na jejich vzniku se Casto lidskd ruka podilela a k jejich udrzeni je tedy
nezbytna.
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6  Pravni oSetfeni pokusu

VSechny drul, se kterymi jsem pracoval, jsou podle zakona ¢. 114/1992 Sb.
fazeny mezi zvlasté¢ chranéné druhy rostlin v kategorii ohrozené. Sbér semen a ostatni
zasahy tykajici se téchto rostlin jsou zakazany ustanovenim § 49 zdkona ¢. 114/1992 Sb.

Vyjimky z ochrany zlast¢ chranénych rostlin povoluje Ministerstvo Zivotniho
prostiedi CR, tykaji-li se silné ¢&i kriticky ohroZenych druhti. U druhti ohroZenych ma
tyto pravomoci referat zivotniho prostiedi okresniho Ufadu, respektive dnes ptislusny
odbor krajského tfadu nebo sprava CHKO, nalézthse druh na jejim Gzemi.

Po prostudovani pfisluSnych zdkonl jsem zazadal o pfisluSna povoleni, jejichz
kopie piikladam. Sbér materidlu na lokalitach jsem provadél s ohledem na pocetnost
populace co mozna nejSetrnéji, aby nebyly poskozeny rostliny ani omezena moZznost
jejich reprodukce.
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8  Prilohy

Ptiloha 1: Pocasi 1éto 2003
Ptiloha 2: Pocasi podzim, zima 2003/2004
Ptiloha 3: Pocasi jaro, 1éto 2004
Udaje byly méfeny v Jablonci nad Nisou 50°43°33"" s8. 15°9°37" vd.
520 m n. m. Pfistroje byly umistény na budové ve vysi 40 m.
Ptiloha 5: Semenacky prstnatce Fuchsova (Dactylorhiza fuchsy)i
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Pfiloha 4: Semenacky prstnatce Fuchsova
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