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Abstrakt

Lesni polokefe podceledi hrustickové (Pyroloideae) jsou dilezitym modelem studia mixotrofie —
strategie, pfi které je vyuzivan jak uhlik z fotosyntézy, tak z houbového symbionta. Kviili jejich inicialni
mykoheterotrofii je dlouho nebylo mozné vykli¢it mimo pfirozené prostredi, a to jak pro studium jejich
fyziologie, k medicinskym ucelim nebo pro ucely jejich ochrany. Za pomoci nové popsaného
kultiva¢niho postupu, kterym bylo dosazeno velmi vysokych kli¢ivosti, bylo mozné prozkoumat kliceni
a rané faze ontogeneze hrustickovych. Silnou dormanci semen je nutné narusit oxidacnim ¢inidlem
v kombinaci s kyselinou a semena vysévat na komplexni média obohacend o rozpustné sacharidy.
Chladova stratifikace neni nutna, ale dtlezit4 je kultivace ve tmé. Pozorovali jsme nékolik konvergenci
s orchidejemi, zejména tzv. prachova semena s malym embryem, které pii kliceni rostou do
nediferencovanych struktur funkéné podobnych protokormim orchideji, ze kterych vyrista jen jeden
meristém. Na rozdil od orchideji je prvni meristém kofenovy a az mnohem pozdéji, adventivné, vznikaji
meristémy prytl. Jak neschopnost riistu mladych rostlin na kultivaénim médiu bez pridaného sacharidu,
tak zvySené mnozstvi stabilniho izotopu *C v pletivech dospélych hrusti¢ek rostoucich in situ
v porovnani s okolnimi autotrofnimi rostlinami, naznacuji, ze kli¢ici a mladé rostliny hrusticek jsou
mykoheterotrofni a dospé€lé rostliny mixotrofni. Rozdily mezi kotfeny, oddenky a listy P. minor ale

nebyly vyznamné odlisné.

Klicova slova: Pyroloideae, Ericaceae, kliceni semen, kultivace in vitro, protokorm, orchideje,

konvergentni evoluce, dormance semen, mixotrofie, inicialni mykoheterotrofie, *C



Abstract

Forest subshrubs Pyroloideae are important models to study mixotrophy — a strategy where both carbon
from photosynthesis and fungal one is used. Due to their initial mycoheterotrophy it was impossible to
germinate these plants outside natural habitats neither for study of their physiology, medicinal purposes
nor for their conservation. Thanks to our novel cultivation method which yields high germination
percentages, it was possible to study germination and post-germination ontogenesis of Pyroloideae. It is
necessary to break strong dormancy of seeds by bleach and acid and to sow seeds on complex media
amended by soluble carbohydrates. Cold stratification turned out to be unnecessary while cultivation in
dark was crucial. Many convergencies with orchids were observed, mainly that dust seeds with tiny
embryo arrested at globular stage germinate into undifferentiated structures functionally similar to
orchid protocorms, from which only one meristem emerges. On the contrary to orchids, the first
meristem formed is the root meristem and much later, adventitious shoots appeared. Inability of young
plants to grow in the absence of soluble carbohydrates and elevated amount of *C stable isotope in
tissues of adult plants growing in natural habitats compared to surrounding autotrophic controls
suggests, that germinating Pyroloid plants are mycoheterotrophic and adult plants are mixotrophic.

Roots, rhizomes and leaves of P. minor were not significantly different in '*C content.

Keywords: Pyroloideae, Ericaceae, seed germination, in vitro culture, protocorm, orchids, convergent

evolution, seed dormancy, mixotrophy, initial mycoheterotrophy, *C
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1. Uvod

1.1 Kontinuum od autotrofie po mykoheterotrofii

VétSina rostlinnych druht (kolem 90 %) je mykorhiznich a lze tedy fict, Ze nemykorhizni rostliny
jsou v prirodé vzacnéjsi (Smith ef Read 2008; Cosme et al. 2018). Jedna se o komplexni vztah, obecné
povazovany za mutualisticky, kdy rostlina poskytuje houbé fotosyntaty a na oplatku houba poskytuje
rostliné mineralni latky a jejim kofenim ochranu (van der Heijden ef al. 2015). VétSina mykorhiznich
rostlin je schopna Zit i bez houby - jsou autotrofni nebo mixotrofni a mykorhiza jim zvySuje fitness.
Nemykorhizni jsou zpravidla ruderalové, vodni rostliny nebo kulturni plodiny (zejména zastupci celedi
Brassicaceae a Chenopodiaceae) atp. (Cosme et al. 2018). Existuji vSak i skupiny rostlin, které jsou na
spoluziti s houbovym partnerem zavislé a ziskavaji uhlik od houby. Pokud ziskavaji veskery uhlik od
hub po cely Zivot, tak se oznacuji jako mykoheterotrofni (Leake 1994). Tyto rostliny houbu ,,zneuzivaji*
- parazituji na ni. Mykoheterotrofie se nezavisle vyvinula u vice ¢eledi (alespon 40x) a nejCastéji se s
timto zplisobem vyzivy setkdme v tropech (napt. ¢eledi Triuridaceae, Burmanniaceae, Petrosaviaceae
nebo nekteré Orchidaceae; Merckx 2013). Prestoze mykoheterotrofie byla povazovana za velmi vzacny
jev, bylo doposud popsano pres 400 druht mykoheterotrofnich rostlin. V piirod¢ existuji iriizné
mezistupné mezi autotrofnimi a obligatné mykoheterotrofnimi rostlinami. Typickym ptikladem jsou
orchideje (Celed’ Orchidaceae; Gebauer et Meyer 2003) a hrustiCkové rostliny (podceled” Pyroloideae;
Tedersoo et al. 2007; Zimmer et al. 2007), kde se setkavame s tzv. mixotrofii (Selosse et Roy 2009).
Mixotrofni rostliny jsou obvykle cely zivot do urcité miry zavislé¢ v pfisunu uhliku od houbového
symbionta, zarovei jsou ale zelené a produkuji fotosyntaty, jejichz ¢ast mtize houba dostavat. Napiiklad
u orchideji roddt Cephalanthera, Cymbidium a Epipactis bylo zjisténo, Ze fotosyntaty zivi nadzemni Casti
rostliny a mykorhiza podzemni (Roy ef al. 2013; Gonneau ef al. 2014; Suetsugu et al. 2018; Lallemand
et al. 2019). Mixotrofni rostliny jsou sice na vlastnim pfeziti na houbé do ur¢ité miry zavislé, ale existuje
kontinuum od autotrofie azZ po mykoheterotrofii (Selosse et Roy 2009) a i mixotrofni rostlina (i kdyz
zjevné spiSe takova, ktera je na houbé méné zavisld) se mize vyjimecné¢ za urcitych lepsich podminek
(napt. svételnych) stat na houbé nezavislou (May et al. 2020). Dnes vime, ze mixotrofnich druhi je

vyrazné vice, nez obligatné¢ mykotrofnich, ale pfesny poc¢et neni znamy (Merckx 2013).

Rostlina pfitom nemusi byt mykoheterotrofni cely Zivot. Pro hrusti¢ky, orchideje a podle recentnich
vyzkumi i pro nékteré hotce (Gentianaceae, Yamato ef al. 2021) je typicka inicialni mykoheterotrofie.
Je to zavislost rostliny na pfisunu uhliku (a pravdépodobné i vody a dalSich Zivin) z houby pouze
v ranych fazich ontogeneze, v obdobi kliceni, a ristu mladé kli¢ni rostliny (Leake 1994; Merckx 2013;
Lallemand et al. 2016). Zavislost inicidlné mykoheterotrofnich rostlin na houbovém uhliku postupné

klesa s transformaci na dospélou rostlinu (Rasmussen et al. 2015).
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Na zékladé doposud prozkoumanych skupin se zda, ze mykoheterotrofni, mixotrofni a inicialné
mykoheterotrofni rostliny obvykle sdileji redukovanou stavbu semen — maji velmi mala tzv. prachova
semena (z angl. dust seeds) a jejich embrya jsou nediferencovana, obvykle bez endospermu nebo
s redukovanym endospermem. Osemeni je mrtvé a miiZze vytvaret i vice vrstev osemeni (Leake 1994;
Selosse et al. 2016). Naopak typicka autotrofni rostlina ma v semeni zaklad radikuly i plumuly, déloh
i endospermu (Votrubova 2010). Naptiklad orchideje maji ve zralych semenech embryogenezi

zastavenou v globularnim stadiu vyvoje embrya (Kull et Arditti 2002; Yeung 2017; Ziegler 1981).

Mykoheterotrofni, mixotrofni ale také inicidln€ mykoheterotrofni rostliny se obecné tézce kultivuji,
ato komplikuje jejich vyzkum. Védomosti o tom, Ze piesazeni mykoheterotrofnich a mixotrofnich
rostlin z pfirody je témef nemozné, jsou znameé jiz delsi dobu (Sadovsky 1965) a i ptes ojedinélé ispéchy
(napt. May et al. 2020) se jako nejvhodnéjsi metoda umozitujici vyzkum téchto rostlin jevi kultivace in
vitro. Zde funkci houby nahradime komplexnim kultiva¢nim médiem s cukrem jako zdrojem uhliku.
Univerzalni kultiva¢ni protokol in vitro pro vSechny druhy orchideji (ani pro ty co jsou v dospélosti
autotrofni) ale neexistuje, protoze se naroky jednotlivych druhti vyrazné 1isi (Rasmussen 1995; Ponert
et al. 2013). Orchideje jsou v soucCasnosti jedinou kultivovatelnou skupinou inicialné
mykoheterotrofnich rostlin. Je proto velmi Zzadouci vytvofit kultivaéni protokol pro dalsi

mykoheterotrofni skupinu rostlin.

1.2 Hrusti¢kové (Pyroloideae)

Jak jiz bylo vySe zminéno, malé polokefe rostouci zejména v chladnych biotopech severni
polokoule patfici do podceledi hrustickové (Pyroloideae) maji vSechny zastupce inicidlné
mykoheterotrofni. I kdyz tato skupina rostlin zahrnuje jen kolem 40 druht (orchideji je kolem 27000;
Takahashi 1993; Liu et al. 2010; Chase et al. 2015; APG IV 2016) mtizeme v ni najit druhy, které jsou
v dospélosti jak autotrofni, tak mixotrofni (Tedersoo et al. 2007; Lallemand et al. 2016, 2017), a existuje
také jeden mykoheterotrofni nezeleny druh (Hynson ef Bruns 2009). Pestrost nutri¢nich strategii maji
tedy podobnou s orchidejemi. Analyzy nadzemnich organ mixotrofnich hrustickovych ukazaly, Ze se
jedné o ,statickou mixotrofii“, coz znamena, Ze ,,mira“ zavislosti na houb¢ se neméni s vékem ani
svételnymi podminkami (Lallemand et al. 2017). Zminéna prace Lallemand et al. (2017) ale nezkoumala
podzemni organy, a je tedy mozné, Ze (podobné jako u mixotrofnich orchideji) bude praveé tam vyssi
podil uhliku ptijatého od houby (Lallemand et al. 2019). Obsah uhliku v podzemnich organech by mohl
fluktuovat v pribéhu roku. S orchidejemi sdili hrustickové i extrémné mala tzv. prachova semena,
inicialni mykohetrotrofii a preferenci extrémnich stanovist’ jako stinné lesy, horské louky apod. Tyto
priklady naznacuji konvergentni evoluci mezi hrustickovymi a orchidejemi (Tedersoo et al. 2007).

Hrustickové jsou v posledni dobé dtlezitym modelem pro studium mykoheterotrofie (Lallemand et al.



2017) ajejich vyuziti v mediciné, zejména kvili cytostatickym ¢i antibiotickym vlastnostem, je
v poslednich letech vénovana vétsi pozornost (Lee et al. 2007; Zhang et al. 2013; Ma et al. 2014). Také
mohou byt vyznamné pro tok uhliku v ekosystémech. Hrustickové jsou totiz stalezelené a v mistech,
kde se vyskytuji ve velkych populacich (jako v borealnich lesich), mohou celoro¢ni respiraci odebrat
velké mnozstvi uhliku z okolnich rostlinnych a houbovych symbiont (Tedersoo et al. 2007). Velké
porosty hrustickovych mohou také ovliviiovat fitness ostatnich rostlin (Tedersoo ef al. 2007). Také jsou
hostitelem rzi Chrysomia pirolata, ktera snizuje klic¢ivost semen smrku (Singh et Carew 1990). Zejména

v boreélnich lesich se tedy zdaji byt dilezitym faktorem modelujicim cely biotop.

Hrustickdm ptibuzné hnildky Monotropae jsou mykoheterotrofni (Wallace 1975) a vyskytuji se
v temperéatnich lesich severni polokoule (APG IV 2016). Taxonomicky patii do kladu Pterosporeae +
Monotropae, ktery je sestersky k autotrofnimu Arbutoideae (Lallemand ef al. 2016; Freudenstein et al.

2016) a oba dva jsou sesterské k hrustickam (Lallemand et al. 2016; Freudenstein ef al. 2016).

1.3 Kultivace a ranné faze ontogeneze hrusti¢kovych

ey e

vetsi vétvici se vykli¢ené rostliny (Irmish 1855; Velenovsky 1892, 1905; Fiirth 1920). Kratce na to,
zacatkem 20. stoleti se nékolik autorti pokusilo o kultivaci hrustickovych in vitro ato axenicky
i symbioticky (Christoph 1921; Liick 1940, 1941; Lihnell 1942). Vysledky byly, jak jiz Lihnell (1942)
poznamenal, ,,ndhodné a nekonzistentni®, presto jiz v t& dobe védci vypéstovali nejen nékolik milimetrt
velke utvary (Christoph 1921) ale i vétvici se rostliny P. rotundifolia Lihnell (1942). Povedlo se vyklicit
i velmi malou rostlinu Monotropa hypopitys (Francke 1934). Tyto robustni prace obsahuji mnoZzstvi
zajimavych informaci, nicméné kultivacni média byla Casto zaloZena na extraktech z brambor ¢i
kvasnic, nebo dokonce z humusu a pidy (Christoph 1921; Liick 1941; Lihnell 1942). Jiz z t¢ doby je
znamo, ze semena hrustickovych obsahuji malé zivé izodiametrické embryo obklopené mrtvym
osemenim (Fiirth 1920; Christoph 1921; Liick 1941; Pyykko 1968). Embryo je obklopeno tenkou
vrstvou endospermu (Hofmeister 1858; Fiirth 1920; Christoph 1921; Pyykko 1968) a jako zasobni latky
jsou zde pfitomny lipidy a proteiny (Fiirth 1920; Christoph 1921; Liick 1940). Podobnou stavbu semen
ma piibuzny mykoheterotrofni hnildk (Hypopitis monotropa). Hnilak ma mensi semena s mens§im
poctem bunék (Goebel 1887; Olson 1993). Podobna jsou také semena ostatnich mykotrofnich rostlin,
ale napiiklad orchidejim chybi endosperm (Arditti ez Ghani 2000). Z embrya hrustiCkovych roste
polarné ,,8iSkovita struktura® s velkymi epidermalnimi bunkami, kterd se napadné podoba kofenu
(Christoph 1921). Rust této struktury vede k protrzeni osemeni. Z ,,$iSkovité struktury® posléze vznika
,rohlikovity atvar®, kterému se prodluzuji centralni bunky. V tomto stadiu se rdst vétsinou zastavil

(Liick 1941; Lihnell 1942). Vyjime¢né¢ rust pokracoval dale, do tzv. ,,udicového ttvaru®, kde se zacala



formovat vodiva pletiva a kofenova ¢epicka (Lihnell 1942). Semenace pak tmavly, asi kvili tvorbé
taninti (Holm 1898; Christoph 1921; Liick 1940; Lihnell 1942). Lihnell (1942) u starSich semenacia
pozoroval typickou strukturu kofenti a po vystaveni svétlu nepozoroval produkcei chlorofylu. Nikomu se
nepovedlo dopéstovat zelené rostliny ani rostlinu tvofici pryt. Kli¢eni obvykle nastalo az po 4-8
mesicich po vysevu (Liick 1940, 1941; Lihnell 1942) a velkym problémem bylo zastavovani rastu v
»rohlikovitém stadiu® (Liick 1940; Lihnell 1942). Dalsi problém byl v t& dob¢ naptiklad udrzet kultury
dostate¢n¢ vlhké (Lihnell 1942). Otazkou také zlstava, jestli tyto experimenty byly opravdu axenické,
protoze napiiklad Christoph (1921) popisuje Ze pticinou neuspéchu byli Cervi a pii pouziti humusového
nebo pldniho extraktu (Christoph 1921; Liick 1941; Lihnell 1942) je moznost kontaminace velmi
vysoka. U symbiotickych kultur, je naopak mozné, ze k navazani mykorhizy nedoslo (chybi obrazky
mykorhizy), coz potvrzuje i pozndmka Lihnella (1942), ze ,,houba rostla daleko od semenace®. Ptesto
je ztéchto praci mozno cerpat mnozstvi informaci. Naptiklad Christoph (1921) pozoroval
nesmacenlivost semen, a i kdyz tomu neptikladal dtlezitost, pozd€ji Lihnell (1942) pozoroval nejlepsi
kli¢ivost po oSetfeni chlornanem vapenatym. Tato pozorovani naznacuji existenci fyzikalni dormance
semen v podob¢ nepropustného osemeni. Lihnell (1942) a Liick (1941) navrhli, ze ,,ve vod¢€ rozpustné
latky* maji inhibi¢ni efekt na kli¢eni a Harley (1959) navrhnul, Ze takovéto latky mtizou byt odstranény
louhovanim ve vodé. U orchideji je Casta silnd dormance semen, kterd miize byt naruSena ptisobenim
oxida¢niho Ccinidla (napf. chlornan vépenaty) auné€kterych druhd jesté v kombinaci s H>SOs
(Rasmussen 1995; Ponert et al. 2011). Je pravdépodobné, ze podobnd dormance semen mtize byt
pritomna i u hrustickovych. Vzhledem k mnoha podobnostem mezi hrustiCkovymi a orchidejemi by

bylo zajimavé vyzkouset kultiva¢ni postupy pouzivané dnes u orchideji ke kultivaci hrusticek.

Pred prvnimi pokusy o in vitro kultivaci hrustickovych se né€kolik vyzkumnikd pokusilo vykopat
mladé semenace v prirodé (Irmish 1855; Velenovsky 1892, 1905; Fiirth 1920). I kdyz se jim nepodatilo
najit nejmensi vyvojova stadia, vykopali starsi utvary — kotentim podobné struktury, které jesté nemély
pryt (tyto utvary jsou velmi dobie zobrazeny na kresbach v pracich téchto autortt). Nebylo jasné, jestli
se jedna o pravy kofen, nebo jakad struktura presné kli¢i ze semene. Dodnes tato otizka nebyla
zodpovézena. Velenovsky (1892, 1905) tvrdil, Ze to ,neni kofen ani stonek™ a strukturu nazval
»prokaulom®. Christoph (1921) nazval tuto strukturu kofen, coZz potvrdili jak Lihnell (1942), tak
i Copeland (1947) po pozorovani diarchnich (nebo triarchnich) cévnich svazkii a endodermis. Lihnell
(1942) také pozoroval vétveni z pericyklu a velké izodiametrické buniky epidermis. Mize se tedy zdat,
Ze se identita té€chto Utvarid byla vyieSena a jedna se o kofen. Ale i recentni prace tizi nejistota. Rusky
autor Bobrov (Bobrov 2004, 2009, 2014) navrhuje pro tyto Gtvary termin protozoma a nenazyva je
koteny. Diky tzv. ,,rameckové metodé (Rasmussen et Whigham 1993), ktera umoziuje zakopat semena
na lokalitu v nylonové sit’ce, se povedlo najit mnohem mladsi semenace. Prace (Hashimoto et al. 2012;
Johansson et Eriksson 2013; Johansson et al. 2017) tyto mladé semenace nazyvaji ,,root-like structures®.

Zda se, ze tyto ,,root-like structures® mohou zit mykoheterotrofné¢ v ptdé i roky. Povazuji za vhodné



zminit, ze 1 kdyZ diarameckova metoda studia kli¢eni in situ se rozsifila az po publikaci Rassmusenové
a Whighama (1993), jiz vroce 1940 Renate Liick zakopavala semena hrusti¢ek velice podobnym
zptisobem: do 6-10 cm hloubky v sacku z obvazu - ,,Beutel aus Miillergase". Dosahla vysokych

kli¢ivosti s mnoha druhy a jak bylo jiz zminéno vySe nejenom in situ ale i in vitro.

Z vyse uvedenych diivodi je dalsi vyzkum hrustickovych velmi dalezity. Kultivace hrustickovych
ze semen do dospélosti pro vyzkumné, zachranné nebo medicinské vyuziti neni mozna a orchideje tak
zustavaji jedinou kultivovatelnou skupinou inicidln€ mykoheterotrofnich rostlin. Cile prace jsou

uvedeny v nasledujici kapitole.



2. Cile prace

(1) najit optimalni kultivacni protokol pro hrustickové, kterym bude mozné dopéstovat dospélé zelené

rostliny

(2) popsat ranné faze ontogeneze téchto rostlin a porovnat je s ontogenezi dobie prozkoumanych

orchideji

(3) zjistit pomoci analyzy obsahu stabilnich isotopii '*C jestli podzemni organy hrusti¢kovych nejsou

obohaceny isotopy '*C vic nez nadzemni ¢asti podobné jako u orchideji



3. Metodika

Metodika je popsana v ¢lanku Figura et al. (2019), ktery je dostupny v ptiloze. Popisovana je jen

metodicka ¢ast nad ramec tohoto ¢lanku.

3.1 Sbér rostlinného materidlu pro analyzy obsahu stabilnich izotopu

Rostliny druhu P. minor byly sbirdny koncem prosince 2018 na lokalit¢ u obce Ludkovice-stara
piskovna (GPS, WGS84: 49°8'33.337"s.5., 17°43'54.874"v.d.). Jako kontrolni druhy byly pouzity kolem
rostouci rostliny. Omyté koteny, listy a oddenky byly separatné vlozeny do ¢ajovych filtrti (Drogerie
Markt, velikost 3, Némecko) a suseny pfi teploté 45°C. Vzorky byly drceny kulovym mlynkem s dvéma
nerezovymi kulickami (Thermo Fisher) v 2 ml mikrozkumavkach (Eppendorf Safe-lock) a dale

skladovény v silikagelu.

Vzorky byly analyzovany na obsah stabilnich isotopt *C podle Lallemand et al. (2017). Pfiblizné
1.5 mg bylo navazeno do hlinikovych nadobek a ty byly sbaleny tak, aby obsah nevypadnul. Tyto byly
spaleny a plyn analyzovan spektrofotometrem (NA 1500; Carlo Erba) s analyzou poméru isotopii oproti

standardu (Delta S; Finnigan). Relativni obsah stabilnich isotoptl je ozna¢ovan jako & hodnoty.

Relativni obsah & '* C byl po¢itan nasledovné = (R vzorek /R standard — 1) x 1000 (%o), kde R
vzorek a R standard jsou poméry tézkého k lehkému izotopu vzorku a standardu - Vienna Pee Dee
Belemnite (VPDP). Izotopové poméry byly kalibrovany pomoci interniho standardu - alaninu (primérné

hodnoty dvou méfeni & '* C=-21.73 a -21.80).

3.2 Efekt chladové stratifikace

Vyseta semena byla umisténa nejprve po dobu 90 dni do 4°C, nésledné do 20°C a tmy. Kontrola
byla po vysevu umisténa pfimo do 20°C a tmy. Kli¢ivost byla pocitana po 30, 60 a 90 dnech od

umistnéni do 20°C.

3.3 Kli¢eni semen in situ

Pro porovnani anatomického vyvoje semenaci v ptirode€ bylo na lokalité P. minor nedaleko Véapenek

uJavorniku nad Velickou (GPS, WGS84: 49°8'33.337"s.5., 17°43'54.874"v.d.) zakopano do



povrchovych vrstev pidy nékolik (n=35) diarameckt naplnénych zralymi semeny dle Rasmussen a
Whigham (1993). V kazdém z balicku bylo umisténo 100-300 semen. Diaramecky byly sbirany

postupné 6-24 mésicii po zakopani.



4. Vysledky

Vysledky jsou popsané v ¢lanku Figura et al. (2019), ktery je dostupny v pfiloze. Popisovany jsou

jen vysledky nad rdmec tohoto ¢lanku.

4.1 Efekt chladové stratifikace

Rostliny P. minor kliCily 1épe bez periody chladové stratifikace (91,86%+2,2 vs 26,7+29,6%;
aritmeticky pramér + smérodatna odchylka) a rozdil byl signifikantni (y 2 (1) = 8.0769, p= 0.0045; obr.
1).

100
90
80
70
60
50

a
Q/A
40
b
30 B
20
10

1 mésic 2 mésic 3 mésic

>

—&—20°C/20°C
——4°C/23°C

Obrazek 1: Efekt chladové stratifikace na kli¢ivost P. minor (v %), mé&feno po 1, 2 resp. 3 mésicich kultivace v 20°C. Zobrazeny
jsou medianové hodnoty s prvnim a tfetim kvartilem. Pismena oznacuji vysledky parového testu.

4.2 Kliéeni semen ex vitro

Zadna semena v diarameccich nevyklicila.

4.3 Obsah stabilnich isotopt

V3echna pletiva P. minor (listy, kofeny i oddenky) byla obohacena isotopy '*C vice neZ kontrolni

rostliny. Kofeny P. minor byly signifikantné vice obohaceny nez jakykoli organ kontrolnich rostlin



(Fi623=12.37; p=3.26*1%3; obr. 2). Kofeny byly obohaceny isotopy '*C u vech rostlin vice nez listy, ale
rozdil nebyl nikdy signifikantni. Signifikantni nebyl ani rozdil mezi obsahem isotopt *C mezi kofeny

kontrolnich rostlin a listy P. minor (obr. 2).

Pyrola minor
n=5 n=5 n=5 n=4 n=5 n=4 n=4
28 - A
" 1
29
. ABC
T T
g 31 =71
2 BCD
. i _Dr == cD
p B
-33 +
34 J; %

T
PM_L PM_RH PM_R hier_L hier_R vacc_L vacc_R
druh a organ

Obrazek 2: Obsah stabilnich isotopti '*C v: listech (L), kofenech (R) a oddencich (RH) u Pyrola minor (PM), Hieracium
murorum (hier) a Vaccinum myrtilius (vacc). Znazornény jsou medidnové hodnoty. Pismena znaci vysledky parovych testl
TukeyC. Pocet opakovani je uveden nad grafem.
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5. Diskuze

V ¢lanku popsany protokol je modifikaci protokolii pouzivanych pro kultivaci obtizné
kultivovatelnych druhti terestrickych orchideji. Modifikace spociva zejména ve vétsi intenzité
desinfekce semen H,SO4 a Ca(OCl),. Dilezité je také pouziti média s komplexnim slozenim — napf.
BM-1, a kultivace kli¢icich stadii ve tm¢. Naopak neni nutna chladova stratifikace kli¢icich rostlin. Silné
desinfekce semen je nutna u nékterych druhti orchideji, stejné tak jako pouziti komplexnich médii (napft.
Rasmussen 1995; Ponert et al. 2013). Terestrické orchideje dale obvykle vyzaduji pro kli¢eni absenci
svétla, coz brani vykliceni na povrchu, kde nejsou pfitomny mykorhizni houby (Arditti 1967, 2008;
Rasmussen 1995) a ty druhy, jejichz semena dozravaji na podzim, obvykle vyzaduji periodu chladové
stratifikace na to, aby vykli¢ily (Rasmussen 1992). U hrustickovych bylo ptekvapivé zjisténi, Ze
chladova stratifikace neni nutna (na lokalitach, ze kterych pochazela semena, dozravaji koncem srpna
az v zafi — tedy pred prichodem zimy). Kli¢eni semen probéhlo i na svétle, jen s nepritkazné niz§imi
kli¢ivostmi nez ve tm¢, ale dalSi rGst nepokracoval. Semenace ziistaly malé, dosahujici nékolika

milimetrt a byly Cervené zabarvené.

Dormance semen u orchideji je ¢asto velkou prekazkou uspésné kultivace (Ponert et al. 2013)
a musi byt naruSena. To se nejcasteji provadi oxida¢nim ¢inidlem jako je Ca(OCl), nebo Na(OCl), a
u nékterych druhti se siln€jsi dormanci se navic vyuziva dalsi osetteni H»SOs. U kladu Pyrola+Orthilia
(Lallemand et al. 2016; Freudenstein et al. 2016) se nam povedlo dosahnout kli¢ivosti az 100 % ale
u kladu Moneses+Chimaphilla (Lallemand ef al. 2016; Freudenstein ef al. 2016) mnohem nizSich,
konkrétn€ kolem 4 % u Chimaphilla umbelata a 30 % u Moneses uniflora (semena vSech druhti kromé
Chimaphilla umbellata nebyla star$i 6-ti mé&sicti). Pravdépodobnou pfic¢inou netspéchu je jiny, silnéjsi
mechanismus dormance, ktery jest€ musi byt objeven. Ur€itou roli ale zjevné hraje i stafi semen. Semena
Chimaphilla umbellata, kterd jsme obdrzeli z Botanické zahrady v Montréalu byla star$i (vysévany
Pozdéji odebrand semena z Polska (Godawica, Malopolskie), kterd jsem vysel ihned (dny) po sbéru,
dosahovala i vice nez tfinasobné kli¢ivosti (kolem 15%; nepublikovana data) a jejich kli¢ivost se po
kli¢ivost z péti testovanych druhti Pyroloideae, jednalo se o vyrazné lepsi vysledek. Podobné reagovala
semena P. minor, O. secunda i M. uniflora pouzivana pro experimenty uvedené v publikaci. Starsi
semena klicila vzdy huf. Prili§ stara semena mohla byt také pti¢inou nezdaru vysevu in situ, kde byla
pouzita vice nez rok stara semena a byla dosazena nulova kli¢ivost. Z uvedeného vyplyva, ze je u
hrusti¢kovych nejvhodnéjsi pracovat s Cerstvymi semeny. Pokud byla skladovana v nizkych teplotach,

meéla by byt pouzita maximaln€ jeden rok stard semena.
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Hrustickové maji podobné jako orchideje mala prachova semena s nediferencovanym embryem,
které je obklopeno mrtvym osemenim. U hrusti¢kovych je embryo kromé toho obehnano bunéénym
endospermem. Ve zralych semenech hrustickovych jsme pozorovali zasobni lipidy a proteiny, podobné
jako predchozi studie (Fiirth 1920; Christoph 1921; Liick 1940). Zaroven jsme v nasi studii nepozorovali
Skrob v semenech. Podobné je tomu u orchideji, kde dospéla semena obsahuji lipidy a proteiny (Harrison
1977; Manning et Van Staden 1987; Rasmussen 1990; Richardson et al. 1992; Yam et al. 2002; Li et
al. 2016) a jen vyjimec¢n¢ u nékterych druhti skrob (Tian et Wang 1985; Guo et Xu 1990; Yeung et Law
1992). Béhem kliceni hrustickovych jsme pozorovali, Ze zasobni lipidy a proteiny byly utilizovany a
v semenacich se zacal ukladat Skrob. Stejna zména zasobnich latek byl pozorovana jiz diive (Christoph
1921; Liick 1940; Lihnell 1942) a to dokonce nejen u hrustickovych ale také u orchideji (Manning et
Van Staden 1987; Rasmussen 1990; Richardson ef al. 1992). Mohlo by se tedy jednat o konvergentni

evoluci u téchto dvou inicialné mykoheterotrofnich skupin.

Brzy po vykliceni bylo zjevné, ze po kratké ,mezifazi“, kterou jsme pracovné nazvali jako
prechodna zoéna, se z ni vyviji kofen s typickou anatomickou strukturou koifene (kofenova cepicka,
radialni cévni svazky s exarchnim xylémem s protoxylémem). Pfechodnou zénu jsme pak navrhli
nazyvat terminem protokorm. Tento termin vyvolava v dnesni dobé odborné diskuze a zda se, Ze existuji
rtizné nazory na to, co tato struktura opravdu je. Termin protokorm (protocorme) byl poprvé pouzit
Treubem (1890) pro kli¢ici gametofyt plavuni. Tento termin byl pozdéji ptevzat No€lem Bernardem pro
kli¢ici orchideje (1909). Protokorm orchideji Bernard objevil ndhodou, kdyZz v lese pfi Fontainebleau
(nedaleko Parize) nalezl nejspis lonské zlomené soukvéti druhu Neottia nidus-avis zabotené do zemé
(Bernard 1899). Jak jiz popisuje Treub a pozd¢ji Bernard, protokorm je ttvar ktery predchazi mladé
rostliné s pravym télem (Yeung 2017), coz vyplyva i z nazvu - z feckého protos, proti zatate¢ni, prvni,
zakladni a kormos, coz znamena ,kmen stromu® (tento termin se pouziva pro pojmenovani tela
cévnatych rostlin). Pravé - ,.typické™ rostlinné t€lo se ani pfimo ze semene v tomto piipad¢ formovat
nemuze, jelikoz embryogeneze je v semeni u orchideji a hrusti¢ek pozastavena v globularnim stadiu
aembryo nema vyvinutou ani radikulu ani plumulu. Termin protokorm byl pozdé&ji pouzit i pro
Rafflesiaceae (Nikolov et al. 2014; Nikolov et Davis 2017) a jiz pted vice nez 50 lety jej Harley (1959)
navrhnul pouzit také pro Franckem pozorované semendce hnildku (Francke 1934). Termin protokorm
tedy neni rezervovan zdaleka jen pro orchideje. Jedna se o strukturu pfedchazejici pravému rostlinnému
télu. I kdyz pro blizce ptibuzny hnilak (Lallemand ef al. 2016; Freudenstein et al. 2016) bylo jiz diive
navrhnuto pouzivat termin protokorm (Harley 1959), pro hrusickovité termin protokorm pouzity nebyl.
Velenovsky (1892, 1905) navrhoval pro rané faze kli¢icich hrusticek termin ,,prokaulom* a ani pozdé&ji
nebylo zjevné ziejmé, jaky utvar vznika po vykliceni a zda-li se jedna o koten nebo néco jiného. Nejspis
proto nazyvali kli¢ici struktury hrustickovych rtzni autofi jako kofentiim podobné struktury (z angl. root-
like structures; Hashimoto et al. 2012; Johansson et Eriksson 2013) nebo dokonce protozoma (Bobrov

2004, 2009, 2014). Na druhou stranu jiz Imhof a Sainge (2008) psali, ze Velenovského prokaulom je
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jen jiné pojmenovani pro podobnou ne-li stejnou strukturu jakou je protokorm. Vzhledem k vyse
uvedenému se zda, Ze termin protokorm je vhodny pro pojmenovani ,,piechodné zony* u hrusticek, ze
které vyrusta prvni koten, protoze je funkéné podobna protokormiim jinych rostlin. Vzniklé koteny
potom dlouho rostou, vétvi se a az za dlouhou dobu vyrtsta pryt. V podminkach in vitro trva vznik
kotfenu z protokormu dny az tydny a vznik prvniho prytu trva fadové mésice. V pfirodé Zije protokorm
a mlada kli¢ici rostlinka bez prytu mykoheterotrofn€ zjevné déle, a to az mésice a mozna i roky (Lihnell
1942; Hynson et al. 2013; Johansson et al. 2017). Pryth mize z jediného semene (a tedy jediného

jedince) vzniknout hned nékolik.

Na&s protokol umoziiuje Gspesnou kultivaci od semen az po zelené rostliny, které¢ je mozné
presadit do podminek ex vitro (viz obr. 3) a diky tomu zkoumat jejich fyziologii, vyuziti v mediciné ¢i
dopéstovat rostliny pro zdchranné ucely. Autoii zkoumajici hrustickové v minulosti uspéli jen ¢astecné
s klicenim semen, vyjimecné dosahli vétvicich se semenact (Christoph 1921; Liick 1940, 1941; Lihnell
1942). Nikdy nedosahli zelenych rostlin nebo dokonce presazeni ex vitro. Nejblize se k vétvicim se
semenactim dostal Lihnell (1942) a po dobu téméi 80-ti let se kultivaci hrusticek nikdo nezabyval. Nam
se povedlo dopéstovat zelené rostliny vSech testovanych druhtl, a v ptipadé Orthilia secunda a Pyrola
minor se nam povedl i pfevod ex vitro. Mladé rostliny Orthilia secunda sice po 4-6 mésicich kultivace
v kvétinaci odumtely (n=10) kvtli napadeni smutnicemi, ale jedna rostlina P. minor (z asi 2015) roste i

po 43 mésicich po pievodu ex vitro (viz. obr. 3).

Obrazek 3: Mlada rostlina P. minor v kvétinaci asi 43 mésicl po piesazeni z podminek in vitro. Foto: J. Ponert
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Duivodem nizké uspésnosti prevodu do ex vitro muze byt jednak Sok ze zmény kultivacnich
podminek (nahlé wvystaveni patogenim, a suchému vzduchu) nebo neschopnost prechodu
z pravdépodobné mixotrofni vyzivy na autotrofni (neptfitomnost externiho C, ktery byl v médiu ve forme

sacharozy).

Zminéno bylo nekolik konvergenci s orchidejemi. Jiz Tedersoo et al. (2007) pozorovali, Ze jak
orchideje, tak hrustickové jsou inicidlné mykoheterotrofni rostliny ale v dospélosti mohou byt jak
autotrofni, tak mixotrofni nebo vzacné¢ mykoheterotrofni (Hynson et Bruns 2009). Velmi redukovana
prachova semena jsou dalsi evolu¢ni konvergenci, kterou nesdili jen orchideje a hrusticky, ale mnozstvi
dalsich rostlin (Eriksson et Kainulainen 2011). Pfi kli¢eni prochdzeji hrusticky stadiem, které neni
pravym télem ale jen jakymsi predstadiem - protokormem, podobnym orchidejovému protokormu. Pti
kliceni hrustickovych jsme pozorovali také dalsi konvergence s orchidejemi. Jednak transformaci
zasobnich proteini a lipidd béhem kliceni na Skrob. Jednak schopnost utilizace trehaldzy jako
vyhradniho zdroje energie (pozorovano také u orchideji; nepublikovana data). Pravdépodobné sdileji
i mnoho dal$ich spole¢nych vlastnosti, protoze sdileji podobna stanovisté jako stinné lesy, horské louky

¢1 tundru.

Vys$i obsah stabilnich isotopti *C ve vSech organech na rozdil od autotrofnich kontrol potvrzuje
vysledky predeslych studii, které tvrdi, ze rod Pyrola je mixotrofni (Tedersoo et al. 2007, Lallemand
2016). Obsah stabilnich isotopti '*C se mezi organy prikazné neliSil. Je ale moZzné pozorovat jisté
zvySeni obsahu isotopti *C v kofeni oproti oddenkiim a listiim, nicméné& velmi malé oproti pozorovéni
u mixotrofnich orchideji (Lallemand et al. 2019). Odbér rostlinného materiadlu probihal v obdobi
vegetacniho klidu abylo by vhodné jej opakovat ve vegetatnim obdobi. Pozorovali jsme také
neschopnost rdstu na kultivanim médiu bez pridaného sacharidu a silnou preferenci ke komplexnim
kultivacnim médiim. Kli¢ici hrustickové zjevné navic neobsahuji chlorofyl (i kdyz jsme obsah
chlorofylu nekvantifikovali) a rostou v pfirodé pod zemi (Velenovsky 1892, 1905). Neschopnost rtistu
bez externiho zdroje uhliku a energie v in vitro kultufe, neexistence chlorofylu a rust v ptirod¢ pod zemi
bez ptistupu svétla jsou typické znaky naznacujici mykohetrotrofii (May et al. 2020; Shutoh ef al. 2020).
Spole¢né se zvySenym obsahem stabilnich isotopli *C u rostlin je zjevné, Zze mladé hrusticky
(protokormy) jsou mykoheterotrofni a dospé€lé zelené rostliny P. minor jsou mixotrofni — ¢ast uhliku

pfijimaji od houbového symbionta.
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. Zaver

Vytvorili jsme protokol umoziujici kultivaci hrustickovych rostlin az do stadia zelenych
semenacl. Modifikace spoc¢iva zejména v sile desinfekce semen a pouziti komplexniho média.
Nutna je také absence svétla. Chladova stratifikace v§ak neni potfebna. Hrustickové maji silnou
dormanci semen.

Zahy po vykli¢eni se z nediferencovaného embrya vyvine piechodna zéna, kterd neni ani
kofenem ani prytem, ale lze ji nazvat protokorm. Z n¢j vznikaji pozdé€ji pravé kofeny.
Adventivni pryty se objevuji mnohem pozdéji v ontogenezi, z jediné rostliny se mtize vyvinout
1 nékolik pryti.

Redukce embrya v semeni a tvorba protokormu po vykliceni je konvergentni s orchidejemi.
S tim souvisi i transformace zasobnich lipidi a proteind v semeni na $krob v kli¢icich rostlinach
(protokormech) a schopnost utilizace trehal6zy u obou skupin. Ob¢ skupiny sdileji i pestrost
nutri¢nich strategii. VSechny druhy jsou inicialné mykoheterotrofni a miizou se vyvinout jak
v autotrofni, mixotrofni nebo ziistat mykoheterotrofni.

Dospélé rostliny Pyrola minor jsou v ptirod¢ do jisté miry mixotrofni. Podzemni organy, hlavné

koteny jsou zasobovany houbovym uhlikem nejvic.
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