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ABSTRAKT

Semena mykoheterotrofnych rastlin zname ako prachové semena, ktoré su typické pre Celad
Orchidaceae a dalSich 11 ¢eladi, maju vnutornu (fyziologicku, morfologicku) a vonkajsiu (fyzikalnu)
dormanciu. Prelamovanie dormancie je nevyhnutny krok pre to, aby semeno vykliCilo. Na
prelomenie vonkaj$ej dormancie je nevyhnutné prelomit ako vonkajsie, tak vnutorné osemenie, ¢o
mobze byt prevedené skarifikaciou. Chemicka skarifikacia, naj¢astejSie prevadzana chlérnanom, je
Casto pouzZivana a zda sa, Ze je to najlepSi spdsob na prelamovanie dormancie a sterilizaciu
semien. DalSie steriliza¢né prostriedky ako etanol a kyselina sirova

su tiez ¢asto pouzivané. Na prelomenie vnutornej (fyziologickej) dormancie je vhodné aplikovat
fytohormony priCom najuzitoCnejSie su cytokininy, hlavne kinetin. Kyselina abscisova indukuje
dormanciu a etylén indukuje kliCivost. Anorganické formy dusika maju taktiez inhibicny efekt na
klicenie, aspon u niektorych druhov. Semena mnohych orchidei tiez potrebuju periédu chladne;
stratifikacie po vyseve a vacsina z nich klici pri teplote okolo 23°C.

Kraéové slova: Orchideaceae, prachové semend, dormancia, mykoheterotrofia, in vitro, kli¢enie

ABSTRACT

Seeds of mycoheterotrophic plants known as dust seeds which are typical for the family
Orchidaceae and 11 other families have inner (physiological, morphological) and outer (physical)
dormancy. Dormancy breaking it is a necessary step for a seed to germinate. For breaking the
exogenous dormancy it is necessary to break both inner and outer testa, which can be done by
scarification. Chemical scarification, mostly done by chlorine, is commonly used and it seems to be
the best way for breaking dormancy and also for sterilization of seeds. Other sterilization agents as
ethanol and sulfuric acid are also commonly used. For breaking the inner (physical) dormancy,
application of growth regulators can be useful, especially in the case of cytokinins, specifically
kinetine. Abscisic acid induces dormancy and ethylene induces germination. Anorganic forms of
nitrogen have also inhibitory effects for germination at least for some species. Seeds of most
orchid species also need a period of chilling after sowing and for germination they mostly need
temperature around 23°C.

Keywords: Orchidaceae, dust seeds, dormancy, mycoheterothrophy, in vitro,
germination

Online verzia dostupna na http://fi.yc.cz/public/dormancy.pdf
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Pouzité skratky:

ABA- kyselina abscisova

DAP- dni po opeleni

GA — gibereliny

GAs— kyselina gibberelova (C19H2,06)
TTZ- tetrazolium

LEA- ochranné proteiny objavujuce sa v neskorych fazach embryogenézy ( z anglického late
embryogenesis abundant

ATP — adenozintrifosfat

FDA — fluorescin diacetét

Pl — propidiumiodid

BR - brasinosteroidy

EtOH — etanol

HCI — kyselina chlorovodikova

H,SO,4 — kyselina sirova



1. Uvod

Vacsina rastlin vytvara semena, pre tie je vacsinou vhodnejsie vykli€it az za urcitych viac ¢i menej
optimalnych podmienok, ktoré vacsinou nenastanu okamzite,ked semeno opusti matersku rastlinu.
Z tohoto dévodu maju semena mechanizmy, ktoré zabranuju semenu vykli€it pokym nenastanu
vhodné podmienky na klienie - maju dormanciu. Dormancia je definovana ako vnuatorny "blok"
ktory zabezpecCuje Zze semena nevykli¢ia za nepriaznivych podmienok — teplotnych, svetelnych,

vlhkostnych ¢&i inych podmienok (Einch-Savage et Leubner-Metzger 2006).

Dormantné semeno je také, ktoré nevykli€i v uritom Case ani za takych ekologickych podmienok

za ktorych by nedormantné semeno vykliCilo (Baskin et Baskin 2006). Inymi slovami je to

neschopnost Zivotaschopného semena vykliCit za priaznivych podmienok (Bewley 1997).

Dormancia zabezpeluje spravne nacasovanie klienia v zavislosti na roéhom obdobi a hra
ddlezitu ulohu v evolucii rastlin a ich adaptacii na klimatické zmeny. Slovo dormancia pochadza
Z latinského dormire — spat. To ze zivotaschopné semeno je do€asne neschopné vykli¢it aj za
podmienok normalne vhodnych pre kli¢enie odliSuje dormanciu semien od Stadia pokoja (z angl.
guiescence) Co je stav pozastaveného vyvoja v nedormantnych semenach nachadzajlcich sa v

nepriaznivych ekologickych podmienkach (Li_et Foley 1997). Dospievanie semien je spojené s

vytvaranim dormancie semien (Rasmussen et al. 1990a). Na konci embryogenézy sa embryo

dostava do stavu dormancie. Dochadza k znizeniu obsahu vody, zvySeniu obsahu ochrannych
proteinov LEA (z anglického ,late embryo abundant®) ochranujucich pfed dehydrataciou, ktoré sa
objavuju v neskorych fazach embryogenézy, a zmene hladiny fytohorménov (klesa aktivita
giberelinov a auxinov). Nastava utimenie metabolickej aktivity a je zvySena hladina ABA (Cumming
1990, Hong-Bo et al. 2005, Paviova 2005). Z obalov vajicka sa stanu obaly semena. Signal na

vstup do dormancie rostlina dostane zo sporofytu, a tak embrya kultivované mimo matersku
rastlinu nevstlpia do dormancie.V ¢ase ked embryo vstupuje do dormancie méze byt tiez rézne
vyvinuté. Opakom k najvyvinutejSim embryam trav (Pavliova 2005) su embrya orchidei &i hniliakov

(Leake et al. 2004), priCom napr. u Monotropa hypopitis pozostava embryo len zo 4 buniek

vytvorenych 2 mitotickymi deleniami (Koch 1882). Ak uz semeno nie je dormantné, moze nastat
klicenie. K tomu, aby semeno vyklicilo, je treba obnovit metabolicku aktivitu semena, a k tej dojde
len ak je semeno rehydratované - semeno bobtna, a vo vacSine pripadov je nutny aj dostatok
kysliku, ktory pomocou respiracie vytvara energeticky bohatt latku - adenozintrifosfat (ATP) a
dalSie metabolity. Hydratacia umozriuje tiez hydrolyzu zasobnych latok a vyplavovanie inhibicnich

latok (Botha et al. 1992, Pavlova 2005). Dalsie informacie o dormancii semien a rannych $tadiach

ontogenézy su prehladne spracované v redersi v éestine od Cihakovej (2010).
Mykoheterotrofné i parazitické rastliny, ktorym sa tato praca venuje, maju semena miniatdrnych

rozmerov a malej hmotnosti a suhrnne sa nazyvaju ako "dust seeds" volne prelozitelné ako
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prachové semend. Tieto malé semena mézu vazit len mikrogram (Ziegler 1981) a su najmensimi
semenami krytosemennych rastlin (Leake 1994, Eriksson et Kainulainen 2011,), u orchidei
v tobolke su ich velké mnozstva (Slavikova 1986, Arditti et Ghani 2000, VI¢ko et al. 2003, Delforge

2006). Uz Martin (1946) zaradil semena mykoheterotrofnych rastlin podfa rozdielneho pomeru

embrya k endospermu do kategdrie ,micro seeds” (Orchideaceae, Monotropaceae, Pyrolaceae
a Burmaniaceae) avéacSie do kategorie ,dwarf seeds® (Gentianaceae, Orobanchaceae
a Ericaceae) €o boli v jeho klasifikacii najmensie semena. Podla Eriksson et Kainulainen (2011) sa
prachové semena vyskytli nezavisle u 12 Celadi (Burmanniaceae, Corsiaceae, Orchidaceae,
Triuridaceae, Petrosaviaceae, FEricaceae, Gentianaceae, Polygalaceae, Orobanchaceae,
Rubiaceae, Buddlejaceae and Gesneriaceae), a rastliny s prachovymi semenami su aspon na

zaciatku svojho zivota zavislé na externom zdroji organického uhliku (Ericsson et Kainulainen

2011) — su spociatku plne mykoheterotrofné (alebo parazitické na inych rastlinach).V dospelosti
takéto rastliny ostanu, plne mykoheterotrofné (parazitické) alebo len iastoéne mykoheterotrofné

(parazitické; Ericsson et Kainulainen 2011). Takéto malé semena orchideji sa sice lahko Siria

vetrom, no predpoklada sa ze su vo vacsine pripadov citlivé k vysychaniu a je otazne €i dlhodoba

pritomnost semena v atmosfére nezni¢i embryo (Pridgeon 1999).

Semena orchidei nemaju endosperm, alebo je malo vyvinuty a majd len minimum zasobnych latok

(Lee et al. 2006), ktoré nedostacuju pre rast mladych rastlin po vykli¢eni. Vaésina prac popisuje

absenciu endospermu ako zakladna charakteristiku (rozpisané v: Pridgeon 1999, Ponert 2009).

Dvojité oplodnenie v minulosti pozorovali niektori autori (Hagerup 1947, Swamy 1942, 43a, b, 44,

potvrdené (Albert 1990, Clements 1995). Niektori autori tedy predpokladaji, ze u orchidei k

dvojitému oplodneniu vobec nedochadza (Clements 1995; Ponert 2009). Fredericson (1990)
pomocou konfokalnej mikroskopie dobre zdokumentovala pritomnost dvojitého oplodnenia
u Epipactis palustris. Otazka ¢i u orchidei dochadza ku dvojitému oplodneniu je teda otvorena. Je
mozné Ze k dvojitému oplodneniu dochadza len u niektorych druhov. Maly zarodok je v semene
orchidei jedinym Zzivym pletivom obklopenym vonkajSim osemenim (testou) pozostavajlicim
vacsinou z jedinej vrstvy odumretych buniek, ktord vznikla z vonkajSieho integumetu vajicka

(Ziegler 1981, Clements 1995) a vnatornym osemenim.

Uspesnost vyvoja semenacov je preto nizka a pre mladé rastliny je nevyhnutné, aby boli
infikované mykoriznou hubou z ktorej ziskavaju vyzivu pre svoj rast. V umelych podmienkach toto
prvykrat napodobnil Bernard (1899). AZ neskdér sa podarilo nahradit hubu Zivnym roztokom

a vytvorit’ tak prvi asymbiotick( kulturu orchidei (Knudson 1921). V suc€astnosti sa pri vyskume

orchidei pracuje zo symbiotickymi aj asymbiotickymi kultdrami in vitro. Asymbioticka kultura
neobsahuje hubového symbionta a symbioticka kultdra je taka, kde pred vysiatim semien alebo
su€asne s vysiatim, bola ha médiu pritomna symbioticka huba.

Délezita prekazka, cez ktoru sa musi dostat voda aj hyfa huby je osemenie. Testa (osemenie)
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vyzera ako jemna Struktlira no je nepriepustna pre vodu a jedna sa o mechanizmus dormancie

(Rasmussen 1995). Prva praca zaoberajuca sa Strukturou osemenia orchidei je kniha rakuskeho

autora publikovana v roku 1863 (Beer 1863). Dospelé semena orchidei maju dve vrstvy osemenia
— vnutrné a vonkajSie. Napadné je predovSetkym vonkajSie osemenie, ktoré je tvorené z jednej
vrstvy bunkovych stien odumretych buniek vyvinutych z vonkajSieho intergumentu vaji¢ka. Strata
obsahu buniek tejto vrstvy nastava tesne pred Uplnym dozretim semien (Ziegler 1981, Clements

1995). Vonkajsie osemenie podla Vasudevana a van Stadena (2010) u Dendrobium nobile malo 2

vrstvy buniek, ktoré obsahovali lignin.
Omnoho menej nipadné je u zrelych semien orchidei vnatorné osemenie, ktoré vznika
Z vnatorného intergumentu vaji¢ka. Vnatorné osemenie je tesne pripojené k embryu (Veyret 1969,

Sgarbi_et Prete _2009). Vnutorné osemenie vacSina autorov prehliada, priCom popisuje len

,osemenie® ¢im je myslené vonkajSie osemenie. Vnutorné osemenie aspon v niektorych pripadoch
vznika z dvoch vrstiev buniek ktoré potom degraduji a ostane len kutikula (Vasudevan et van
Staden 2010) Bunkové steny vonkajSieho osemenia su tiez Casto ako naprikladu druhu

Dactylorhiza sambucina (priloha, obrazok &. 1) ¢i Pyrola ochroleuca z ¢eladi Ericaceae (obrazok €.

2) sekundarne vystuzené.

Obrazok ¢. 1: Semeno Dactyloriza sambucina Obrazok ¢. 2: Semeno Pyrola ochroleuca

s viditelnymi sekundarnymi vystuhami na osemeni, s Cerveno svietiacim osemenim, fluorescencia,
fluorescencia, excitacia zelenym svetlom, preparat excitacia UV svetlom, pouZzité fluorescencné
prifarbeny roztokom fluorescin diacetatu farbiva fluorescin diacetat a propidiumjodid.

s propidiumjodidom. Foto: Autor a Jan Ponert. Foto: Autor

Yamazaki et Miyoshi (2006) a Vasudevan et van Staden (2010) pozorovali dve az tri vrstvy
vnutorného integumentu (osemenia) — vonkajsiu a vnatornd az po 90 dni po opeleni (dalej DAP
z anglického ,days after pollination®). Vndtorna vrstva vnutorného osemenia bola zafarbena
safraninom 90 DAP atato bola menej zafarbena po 100 DAP &o naznaluje Ze kutinizuje
(Yamazaki et Miyoshi 2006). VonkajSia vrstva bola stla¢ena a lignifikovand 100 DAP. Semena
aspon u nimi skimaného druhu Cephalanthera falcata maju po 90 DAP dve vrstvy vnatorného

integumentu (osemenia), jednu lignifikovana a jednu kutinizovanu (Yamazaki et Miyoshi 2006).

Ziegler (1981) si tiez vS&imol Ze semena maju navlhavy elater, ktory zabrariuje tomu, aby semena
8



pri prasknuti tobolky vypadli naraz.

Osemenie je vacsinou nepriepustné pre vodu a mdze branit predCasnému klieniu semien v
nepriaznivych podmienkach — robi semen& dormantnymi. Osemenie umoziiuje semenam orchidei
nielen lietat (Burgeff 1936, Karasawa et Saito 1982, Murren et Ellison 1998, Arditti et ghani 2000),
ale aj plavat na vode (Carey 1998, Murren et Elison 1998, Arditti et ghani 2000) vdaka osemenim

zadrzanému vzduchu, a semena moézZzu byt prenadané exozoochoricky aj endozoochoricky

(Nakamura et Hamada 1978, Arditti et Ghani 2000). V prirodzenych podmienkach by k naruseniu

osemenia mohli prispievat mykorizne huby ktoré ho pravdepodobne enzymaticky narusia a po

vytvoreni mykoriznej symbiézy embryo potom priamo z&sobuju vodou (Balaz 2001, Gryndler et al.

2004) alebo je naruSované abioticky (vplyvom teploty, mrazu &i len pésobenim vody; (Barthlott et

Ziegler 1980, Prutsch et al. 2000). Pritomnost hubového symbionta ale nie je nevyhnutna a to

aspon u vacésiny druhov pri asymbiotickom vyseve in vitro, kde semenam staéi narusit dormanciu

stratifikaciou ¢&i dezinfekciou (chlérnanom, etanolom, H,SO, a dalSich; Rasmussen 1995,

Malmgren et Nystrom 2013, Ponert et al. 2013 a dalsi), alebo kli¢ia vo vhodnych podmienkach bez
oSetrenia (Wodrich 1997, Ponert 2009).

V holarktickej oblasti je rok rozdeleny na sezény, ¢o je pre vyvoj rastlin délezité. Mnoho studii sa

venuje odpovedi rastlin na teplotu, vihkost, dizku dria &i iné kvalitativne faktory, iné $tudie sa zas

venuju vplyvu chemickych faktorov.



2. VSeobecné mechanizmy dormancie semien u rastlin

Ako bolo uvedené v predchadzajucej kapitole, semena mykoheterotrofnych rastlin maju urcité
odliSnosti od semien vacSiny ostatnych rastlin. Otdzkou akymi mechanizmami je ale riadené
klicenie a dormancia semien mykoheterotrofnych rastlin sa ale zaobera len velmi malo prac.
Najprv teda stru¢ne predstavim vSeobecné mechanizmy dormancie semien u rastlin.

Problematikou dormancie semien vSeobecne sa naopak venuje mnozstvo rewiew (Bewley et Black
1985, Fenner 1992, Hilhorst et Karssen 1992, Hilhorst 1995, Vieeshouwers 1995, Bewley 1997,

Fenner 2000, Viémont 2000, Fenner 2005 a dal$i), mnohé z nich su velmi rozsiahle.

Jedna sa o zlozity dej regulovany mnohymi réznymi spdsobmi a preto byva dormancia rézne
delena. Klasifikacia dormancie ale nie je jednotna a v publikaciach sa vac¢sinou nerozliSuje aky typ
dormancie bol skimany; Baskin et Baskin (2004) uvadzaju ze v deleni dormancie je zmatok a fakt
ze mnohi autori neuvadzaju, aky druh dormancie skimaju, povazuju za nestastné rieSenie, preto
predstavuja hierarchicky systém rozdelenia domancie semien na zaklade Nikolaeva (1967, 1977).
Baskin et Baskin (2004) navrhuju tri hierarchické vrstvy: trieda, uroven a typ. Rozdeluju 5 tried
dormancie: fyziologicka, morfologicka, morfofyziologicka, fyzick4 a kombinovana. Tieto kategérie
dalej delia na urovne a typy. Fyziologicka dormancia je najrozSirenejSia. Baskin et Baskin (2004)
ani Nikolaeva (1967, 1977) ale do tohto systému nezahriiuju ,semena s nediferencovanym
embryom® &im myslia orchidey, no tvrdia Ze maju morfologicky a fyziologicky komponent

dormancie (Baskin et Baskin 2004).

Fyziologickd dormancia je taka, ktord na to, aby bola naruSena potrebuje teplu alebo chladnu

stratifikaciu, aplikaciu GA &i after-ripening (Finch-Savage et Leubner-Metzger 2006)

Morfologickd dormancia je zapriCinena nedostatoéne vyvinutym ale diferencovanym embryom

(Finch-Savage et Leubner-Metzger 2006, Baskin et Baskin 1998). Morfofyziologicka dormancia je

taka, kde nevyvinuté embryo ma aj fyziologicki dormanciu (Baskin et Baskin 2004). Fyzikalna

dormancia je spdsobend vrstvou alebo vrstvami vode nepriepustnych buniek osemenia a oplodia

(Baskin et al. 2000). Takato dormancia je naruSena vtedy ak sa voda dostane k embryu (Baskin et

al. 2000). Kombinovana dormancia je taka, kde st nezmacavé semena v spojeni s fyziologickou

dormanciou (Baskin et Baskin 2004).

Iné, ale tiez Casto pouzivané delenie dormancie je podla Harpera (1959), ktory dormanciu deli na
primarnu (vrodenu), sekundarnu (indukovanu) a vynutend. Primarna dormancia (synonymom je
vrodena; Fenner 2000) je neschopnost semena vykli€it ihned po dozreti a vypadnuti semien z

materskej rastliny (Hilhorst 1995, Bewley 1997) a zabranuje vykliCeniu vSetkych semien naraz

(Fenner 2000), semeno vyzaduje isty vonkajsi podnet k tomu aby pokracovalo v raste (pritomnost

vody, nizka teplota, svetlo, fotoperiéda, vhodna vinova dizka Ziarenia; Begon et al. 1997). Ked su

vlhké semend, ponechané v dostatoénom environmentalnom strese, ktory zabrani kli€ivosti alebo
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ked nie su podmienky na opustenie dormancie, mbze nastat sekundarna dormancia (Eenner
2000). Sekundarna dormancia je nadobudnuta dormancia, do ktorej sa dostalo uz nedormantné

semeno (Baskin et Baskin 2004) ale podfa Fenner (2000) méze byt indukovana u uz dormantného

ale aj u nedormantného semena. Vynutenou dormanciou tu chapeme stav, do ktorého sa semeno
dostane pésobenim vonkajSich (nepriaznivych) podmienok, do tychto podmienok sa dostane ked
nie je splnena nejaka podmienka k jeho klieniu. Podmienen&d dormancia podla Baskin et Baskin
(2004) je podobn& Harperovej vynutenej dormancii; jednd sa o dynamicky fyziologicky stav, kde
klicenie riadia meniace poziadavky semena vo vztahu k vonkajSiemu prostrediu.(Baskin et Baskin
1985)

Primarna, sekundarna a podmienena dormancia nie su podla Baskin et Baskin (2004) druhy, typy

ani urovne dormancie, podla nich semeno ich Urovne ,non-deep physiological dormancy“ je

v dormanénom cykle medzi tymito troma stavmi (Baskin et Baskin 2004).

Nedormantné semeno je schopné vyklicit v Sirokom rozsahu environmentalnych podmienok, ale

nevykli¢i za kazdych podmienok (Baskin et Baskin 2004). Nedormantné semeno ktoré nevyklii

kéli absenci nejakého faktoru (teplota, vlkost,svetlo (Ochudodho et Modi 2007) ¢i iné) je

oznacované Ze je v stave pokoja (z anglického vyrazu quiescence; Baskin et Baskin 2004, Fenner

2000), tento stav pokoja kedy semeno koli nevhodnym ekologickym podmienkam) neméze vyklicit
je podlfa Baskin et Baskin (2004) synonymom pre Harperovu (1977) vynutent dormanciu

a pseudodormanciu (Hilhorst et Karssen 1992, Koornneef et Karssen 1994)

Dormancia je uréena morfologickymi a fyziologickymi vlastnostami semena (Nikolaeva 2004).

Nevyvinuté embrya, morfologicka a morfofyziologickd dormancia su typické pre primitivne taxény -
podCelade Magnoliidae, Ranunculidae z dvojklinolistovych a napr. podtrieda Arecidae
jednokli¢nolistovych. Evoluéne najpokrodilejSie taxény maju zas plne vyvinuté embryo a nemaju
Casto morfologicku ¢€i morfofyziologickl dormanciu (Caryophyllidae, Hamamelidae; Nikolaeva
2004).

Prace Nikolaevy (1969,1977) z ktorych vychadzali aj Baskin et Baskin (2004) rozoznavaju typy
dormancie podfa toho, &o ju spbsobuje a podla podmienok ktoré ju narusuja.
Rozoznéva exogénnu - spojenu s vonkajSimi obalmi semien, endogénnu kde patri morfologicka
(spojend s nevyvinutym embryom), fyziologicka (spojena s fyziologickym stavom embrya) a
morfofyziologicka (kombinacia nevyvinutého embrya a fyziologickych pri¢in) a kombinovanu
(kombinéacia exogénnej a endogénnej; Nikolaeva 1969,1977). Rozdelenie na vnatornu a vonkajsiu
dormanciu bude pouZité aj vtejto praci. Podla Vleeshouwers et al. (1995) by nemala byt
dormancia semien ur€ovana len absenciou kliCivosti ale ako rozsah podmienok, v ktorych je
semeno schopné vyklicit.

Mechanizmy dormancie semien a kli¢enie su ovplyvnené vyznamnou mierou fytohorménmi ABA a

GA (Baskin et Baskin 2004). ABA indukuje dormanciu a GA podporuju kli¢enie a prekonanie

dormancie semien. GA stimuluju expresiu a-amylazy v aleurénovej vrstve ktora hydrolyzuje Skrob,
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ABA teda udrzuje dormanciu a kli¢ivost je priamo korelovana s obsahom ABA. ABA posobi proti

uCinku GA podobne ako etylén a BR ktoré podporuju kli¢enie (Pavlovd 2005, Hilhorst 1995).

Dormanciu semien méze okrem zvySenej hladine ABA v embryu vyvolavat aj iny rastovy inhibitor
ako fenylpropanoidy v osemeni €i oplodi. Funkciu ABA na kliCenie semien popisuje Karssen (1983)
kde mutanti Arabidopsis neschopny tvorby ABA &i odpovedi na ABA kli€ili pred€asne (Karssen
1983). ABA je velmi dolezita v regulacii tvorby primarnej dormancie (Hilhorst 1995). ABA bola
najdena vo v8etkych Eastiach semena (Hilhorst 1995).

Dalsi fytohormon, ktory sa zrejme vyznamne uplatfiuje v prelamovani dormancie je etylén. Etylén

tiez prelamuje vnutornu a vonkajSiu dormanciu semien a navodzuje kliCenie (Kepczynski et

Kepczynska 1997, Matilla 2000). Méze pbsobit samostatne alebo spolu s inymi faktormi a pésobi

takto u vasciny rastlin. Mechanizmus jeho pdsobenia ale nie je takmer zndmy (Kepczynski et

Kepczynska 1997) no Matilla (2000) u semien Xanthium pennsylvanicum pozoroval ze pB-

cyanoalanin-syntaza je zapojena v kliCeni zavislom na etyléne. Regulacia rozdelenia S-adenosyl-
L-methioninu (AdoMEt) medzi ethylén vs. polyaminovou biosyntetickou cestou méze byt tiez
spdsob kontroly kliCenia semien.

Semena v dormantnom stave mézu vydrzat velmi dlho. Semendm Chenopodium album, ktorym
bol stanoveny vek na 1700 rokov boli stale zivé (ddum 1965). Teplota a fotoperidda su tiez stimuly

na prelomenie dormancie (Begon et al. 1997). Skoro vSetky semena su dormantné, je len malo

vynimiek ako Rhizophora mangale (Bewley et Black 1994, Begon et al. 1997), tak aj ked rastliny

su sesilne organizmy, s obmedzenou schopnostou rozptylu v priestore na rozdiel od zivo&ichov,
vdaka dormancii su schopné preckat dlhé obdobie a obmedzenu schopnost rozptylu v priestore
kompenzuju rozptylom v ¢ase - pockaju si na lepSie podmienky.

Vacsina rastlin ktorych semena ostavaju v péde su jedno a dvojro¢né, takéto semena nemaju
Casto mechanizmy na rozSirovanie. Niektoré semena su uvolnené zo SiSky az po pésobeni
ekologického faktoru (ohfia) atento jav sa nazyva serotinia (Givnish 1981, Schwilk et Ackerly
2001, Muir et Lotan 1985).

V prirode teda dormancia zabezpecuje Zze semeno vykli€i v spravnej dobe, za optimalnej teploty,

vlhkosti, za optimalneho osvetlenia &i inych podmienok, a sa d& teda narusit aj umelo — v
laboratérnych podmienkach. V nasledujucej kapitole sa budem venovat dormancii semien u

mykoheterotrofnych rastlin so zreteflom na ¢elad Orchideaceae.
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3. Dormancia semien mykoheterotrofnych rastlin

Vacésina prac zaoberajucich sa dormanciou mykoheterotrofnych rastlin je o orchideach, menej prac
je o inych mykoheterotrofoch, preto sa zameriam na orchidey. V pripade, Ze bude spomenuta ina
rastlina ako z ¢efade Orchidaceae, bude to vtexte uvedené. Vo vacSine prac sa stretavame
s empiricky stanovenymi postupmi ako prekonat dormanciu semien aby tie potom vyklicili.

Existuje velké mnozstvo prac zaoberajucich sa ruSenim dormancie semien mykoheterotrofnych
rastlin (predovSetkym orchidei), pre praktické ucely uspeSného vykli€enia, sa ale len velmi malo
Studii sa zaobera samotnymi mechanizmami dormancie. V nasledujucom texte teda najprv
uvediem dostupné udaje o ruSeni dormancie r6znymi spésobmi a az potom sa zameriam na

vlastné mechanizmy, ktorymi dormancia pésobi

3.1 Spésoby narusovania dormancie semien heterotrofnych rastlin

3.1.1 Skarifikacia

KedZe testa (osemenie) u orchidei je vodeodeolné, je to vlastne mechanizmus zaistenia
dormancie, ktora moze byt prekonana napriklad skarifikaciou &i dlhodobejSim IGhovanim vo vode

(Rasmussen 1995). Vzhladom k velkosti semien mykoheterotrofnych rastlin sa vacsinou

nepouziva klasicka skarifikacia prevadzana mechanicky. Osemenie sa narusSuje pdsobenim
urcitych chemickych latok a tento proces mozno oznacit ako chemicku skarifikaciu. Pévodne bola
vacsina tychto latok aplikovana ako dezinfekény agens a cielom vydezinfikovat’ nesterilné semena
pre zalozZenie kultur in vitro. Az neskdr sa zistilo Zze tento dezinfekény krok ¢asto vyznamne zvySuje
podiel vykliCenych semien. Pouziva sa mnozstvo latok, €asto aplikovanych vjednom slede
postupne za sebou. V dalSom texte sa nimi budem pre prehladnost zaoberat oddelene. Asi

najCastejSie je oSetrenie etanolom a nasledne chlérnanmi.

3.1.1.1 Etanol

NajCastejSie sa pouziva 70% (96%) roztok EtOH na 1-5 minut. Etanol sa niekedy pouziva na
sterilizaciu semien, ale je lepSie pouzivat’ chlérnany, ktoré dezinfikuji omnoho ucinnejSie. Samotny

etanol v mnohych pripadoch nedostacuje k dezinfekcii (Rasmussen 1995). Tiez byva uvadzané ze

nebolo dokazané ze zvySuje kliCivost (Rasmussen 1995). Etanol ale poméha k lepSej zmacavosti

semien (Michl 1988), a pravdepodobne zbavuje semeno hydrofébnych latok, ako napriklad voskov
a semena su potom viac zmacatelné. Nakofko semena niektorych druhov orchidei kli¢ia lepSie po
samotnom macani vo vode, dal by sa stimulacny efekt etanolu na klicenie predpokladat. U druhu
13



Anacamptis morio oSetrenie etanolom skutocne viedlo k zvySeni kliCivosti (Ponert et al. 2011), v

pripade Ze nim boli semena dezinfikované kratku dobu 2 alebo 5 minat, po 15 mindtach pésobenia
EtOH bola kli¢ivost zretefne niZSia a po 60 minutach uz semena neklicili vobec. Dlhsie pésobenie

etanolu teda semena zabija, ale kratSie pdsobenie zvySuje percento kli¢ivosti (Ponert et al. 2011).

Viaceri autori pouzivaju etanol na dezinfekciu semien pred pouzitim chlérnanov na Siroké
spektrum druhov (Michl 1988, Ponert et al. 2011, Ponert et al. 2013 a dalsi). U Pseudorchis albida

pouziva Ponert et al. (2013) napr. 70% etanol na 5 minut.70% etanol pouziva po dobu 2 minuty aj

Kmecova (2011) u Anacamptis morio, Jefabkova (2006) na 3 minlty a nasledne eSte na dalSiu
minatu u Pseudorchis albida a Vejsadovéa (2006) u taxénov Dactylorhiza incarnata subsp. serotina,
Dactylorhiza maculata subsp. maculata a Liparis loeselii na 3 minaty. Michl (1988) zas pouziva
95% EtOH na 3x 1 minutu. Uvadza tiez Zze etanol samotny je takmer neucinny a naopak podla
Kmecovej (2011) je pouzitie etanolu dostatoéné osetrenie pred vysevom, ta vSak pouzivala len dva
druhy, ktoré kliia dobre aj bez oSetrenia a je teda mozné ze etanol nedostacuje k prelomeniu
dormancie vacsiny druhov. Michl (1988) vyuziva 95% etanol po dobu 1 minuty v kombinacii s
chlérnanom vapenatym a dezinfekény postup odporuca opakovat 3x, priCom sa pri jeho opakovani
neznizuje kliCivost semien. Ponert (2009) pouziva taktiez etanol ako predoSetrenie pred
dezinfekciou chlérnanom a to 96% na 5 minut.

Pouzivanie etanolu je teda Casté vacsinou ako predoSetrenie semien pred dalSimi dezinfekEnymi

roztokmi, ale zda sa Ze nie je nevyhnutné.

3.1.1.2 Chlérnany

Chlérnany nielen dezinfikuja semena pri vysadbe in vitro, ale aj degraduju osemenie (Rasmussen

1995, Malmgren et Nystrom 2013) a naruSuju vonkajSiu dormanciu semien, pravdepodobne tym,

Ze chlérnany rozpustaju suberinu podobné latky z osemenia a robia ho viac priepustné pre vodu,

ktord je pristupnd k embryu (Harvais et Hadley 1967). Mnohi autori tiez predpokladaju ze
preplachovanie v dezinfekénom roztoku vyplavuje ABA. Vyplavovanie ABA luhovanim popisuje
Rasmussen (1995) ¢i Van Waes (1984). Van Waes et Debergh (1986) povazuju dezinfekciu
chlérnanom za jedno z najddlezitejSich oSetreni na ktorom zavisi kliCivost.

Podla Anderson (1990), pouziva Steele (1996) metddu kde odstrarnuje plyny z vnitra semena
vakuom pred aplikaciou chlérnanom. Pozorovanie ukézalo, Ze bieliaci roztok vstupuje cez
osemenie cez suspenzorovy koniec (Steele 1996). Semenam s tmavymi embryami bledni embrya
v momente ked je bieliaci roztok vo vnutri semena a podla tohoto Steele (1996) usudzuje, ze
hydrofébna povaha osemenia nie je dolezity mechanizmus dormancie a dava za pravdu Lindén
(1980) ze preplachovanie chlérnanom oxiduje dormanciu indukujuce zlozky. Nie je ale jasné Ci
skuto€ne blednu samotné embrya alebo vnutorné osemenie, ktoré je k nim tesne pripojené.

Koncentraciu a dobu pbsobenia roztoku na semeno je nutné prispdsobit v zavislosti na druhu
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orchidey (Malmgren et Nystrém 2013). Vaésinou sa pouzivaju roztoky Ca(OCl), a NaOCI, ale

Casto tiez nie celkom presne definované dezinfekéné pripravky ako je Savo (Vejsadova et Mala
1996, Vejsadova et Gutzerova 1997, Kmecova 2011), Chlorox (Stoutamire 1996) ¢i Domestos (,
Harvais et Hadley 1697, Chu et Mudge 1996, Arditti 2008). Harvais et Hadley (1967) nepozorovali
vyznamny rozdiel medzi pouzitim komercnych bielidiel (Chlorox, Domestos) a chlérnanov
(Ca(0Cl),, NaOCl).

Ca(OCl), je cCastejSie pouzivany ako NaOCl| (Rasmussen 1995, JeZek 1996, Steele 1996,
Vejsadova et Mala 1996, Vejsadova et Gutzerova 1997, Miyoshi et Mii 1998 a dalsi). Ca(OCl), je

pouzivané najviac v saturovanom 7.5% ¢&i slabSom 5% roztoku (Stoutamire 1963, Van Waes 1984,

Van Waes et Debergh 1986) ale pouzivané su aj slabsie roztoky (Miyoshi et Mii 1998). NaOCI je
najviac pouzivané v 0,3 - 2,5% roztoku (Miyoshi et Mii 1988, Miyoshi et Mii 1998, Tomita 1998,
Vejsadova 2006, Ponert et al. 2013, Malmgren et Nystrém 2013 a dalsi).

Celkovo su s dezinfekciou pomocou Ca(OCI), lepSie vysledky ako pri pouziti NaOCI (Michl 1988,
Miyoshi et Mii 1988, Rasmussen 1995, Vejsadova 2006, Kmecova 2011, Ponert et al. 2011, a
dalSi). Vejsadova (2006) dosiahla lepSie vysledky v kombinacii 7,2% Ca(OCI), s predoSetrenim

etanolom.

Tak ako Kmecova (2011) ¢i Dowling et Jusaitis (2012) popisuju, ze niektoré druhy su viac citlivé k
NaOCI ako k Ca(OCl),, mnozstvo dalSich prac popisuje ze NaOCI znizuje kliCivost (Michl 1988,
Rasmussen 1995, Vejsadova 2006, Kmecova 2011, Ponert et al. 2011). Tato ,citlivost® moéze byt

spojena fyzikalnymi vlastnostami osemenia (Malmgren 1996). Efekt dezinfekcie roztokmi Ca(OClI),

a NaOClI sa teda liSi medzi jednotlivymi druhmi, ale nie je jasné ktora vlastnost roztoku je pre to
dolezita. Roztoky sa liSia mnohymi parametrami, priCom jednym z najnapadnejSich je kyslost
roztoku (Kmecova 2011, Ponert et al. 2011). Efekt pH dezinfekéného roztoku sa zda byt pre

jednotlivé druhy rozdielny a pravdepodobne je klu€ovy. Oba chlérnany su tiez oxidacné cinidla
pricom NaOClI je silnejSie. Chlérnany su v roztoku silne zasadité, pricom NaOCI ma vysSie pH (12)
ako Ca(OCl), (11.5; Ponert et al. 2011). Efekt pH by mohol byt zodpovedny za rozdielne vysledky

pri pouzivani chlérnanov. Boli prevedené experimenty s pouzitim roztokov NaOCI a Ca(OCl), s
upravenym pH, no s heterogénnymi vysledkami, sp6sobenymi pravdepodobne nestabilitou

roztokov po uprave pH (Ponert et al. 2011). PredovSetkym roztok NaOCI je po uprave nestabilny

(Kmecovéa 2011). Vysledky ale ukazuju Ze rozdiely v kli€ivosti nemozno vysvetlit' len rozdielnym pH

roztoku (Ponert et al. 2011). Rozdielny efekt roztokov bude teda spésobeny inym parametrom —

najskér oxidacnou silou roztoku alebo pritomnostou sodnych iontov.

Niektori ini autori ale pouzivaju NaOCI. Steele (1996) piSe ze CaOClI je viac pouzivany pri vyseve
orchidei lebo je k semenam citlivejsi, ale zda sa, Ze je citlivejSi aj k patogénnom a treba dlhSie
sterilizovat a CaOCl, straca silu aj ked je vtuhom stave. Pouziva 0.5% NaOCI atento roztok
odporu€a pouZit pripadne aj z komercnych pripravkov obsahujacich 5% NaOCI, nepopisuje

pouzivanie etanolu ani inych dezinfekénych prostriedkov.
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NaOCI znizuje kli¢ivost napr. u druhov Dactylorhiza majalis a D. fuchsii.

Semena Habenaria macroceratitis boli sterilizované roztokom s Cistym etanolom, 6% NaOCI a
deionizovanou vodou v pomere 1:1:1 po dobu 1 minuty.Tetrazoliovy test Zivotaschopnosti (TTZ)
ukazal ze 41,4 % semien po 5 tyzdihoch od vysevu bolo Zivych (Stewart et Kane 2006). Podobnym

roztokom no viac riedenym dezinfikoval semena Eulophia alta aj Johnson (2007) po dobu menej
ako 1 minata. Cerstvo pripravené 1% NaOCI spolu s triténom po dobu 10 min pouzivali Dowling et
Jusaitis (2012) a Tomita (1998) dezinfikuje roztokom NaOCI (1% chléru), po dobu 4 - 8 min, s
vysokou kliivostou u druhu Calypso bulbosa. Malmgren et Nystrom (2013) pouzivaju roztok
chlérnanu sodného s koncentraciou od 0,3 do 1% a na semend nechavaju roztok pésobit po dobu
5 az 45 minut (a to v zavislosti na druhu), priCom 1% roztok NaOCI pouziva na sterilizaciu u rodu
Dactylorhiza na 8-15 minat; na druhy s ,tenkym osemenim® ako su stredoeurdpske druhy rodu
Orchis odporucaju 0,5% NaOCI na 10-15 minuat a u rodu Ophrys 0,3-0,5% roztok na len 4-8 minat
pricom nie je nutné stratifikovat. Pri rode ako Gymnadenia, Platanthera, Coeloglossum a Nigritella,
ktoré maju ,hrubsSie osemenie” odporuca 1% NaOCI na 15-20 minut, priCom predtym pouziva eSte

kyselinu sirovu (2/9 M) na 10 minat (Malmgren et Nystrém 2013).

Pri svojej praci s rodom Cypripedium pouzival aj Steele (1996) 0,5% roztok NaOCI u Cypripedium
acaule na 2 hodiny, priom popisuje ze Anderson (1990) u toho istého druhu pouzival 6 h
dezinfekciu tym istym roztokom. Steele (1996) dezinfikoval C. arietinum s najlepSim vysledkom po
2h 35min dezinfekcie, pri dlhSich aj kratSich ¢asoch (1h 30 min a 2h 55min) bol neuspesny.
C.candidum Kkli¢ilo najlepSie po 66 mindtach vyplachovania v chlérnane chlérnanom a
so zvySujucou sa dizkou preplachovania chlérnanom pozoroval zvy$ujucu kliivost; taktiez
Anderson (1990) dosiahol najlepSie vysledky s 2 hodinami vyplachovania v chlérnane, podobne
diho — 64 min dezinfikuje Steele (1996) aj C. fasciculatum a 30 min C. guttatum s 90 % vyslednou
kli¢ivostou, a C. parviflorum dezinfikuje 60 min.

Aj Stoutamire (1996) pouziva 0,5% NaOCI (zriedeny Chlorox) a naznacuje Ze osemenie pomocou
NaOCI oxiduje a semena kli¢ia rychlejSie, a predpoklada Ze nepriepustnost vonkajSieho osemenia
je mechanizmus vnuatornej dormancie spojeny zo stratifikdciou. Uvazuje tiez Ze strata
vodeodolnosti umoznuje semenu zaclenenie do pody. 5% roztok Clorox-u pouziva aj Yanetti (1996)
a sterilizuje az kym semena Arethusa bulbosa nezacnu blednut (10-15min). 10% chlorox
s pridavkom zmacadla tween 20 pouziva Chu et Mudge (1996). Aj Steele (1996) pripomina, Ze
roztok chlérnanu mozno pripravit z komeréného bielidla s obsahom 5% NaOCI poznamenava, ze
musi byt Cerstvo pripraveny. Pouzivanie Cerstvého roztoku chlérnanu doporucuju viaceri autori (
Yanetti 1996, Bruns et Read 2000, Arditti 2008 a dalsi).

Cas dezinfekcie je velmi délezity, dlha dezinfekcia totiz semena zabija (Ponert et al. 2011,

Malmgren et Nystrom 2013), Steele (1996) popisuje ze so zvySujucim sa ¢asom dezinfekcie stupa

kligivost, ale zarover stupa mortalita semien, a kazdy druh vyZaduje ind dizku dezinfekcie.

K podobnému zéveru dospel aj Lindén(1980), ktory tiez zistil, ze do urcitého Casu dezinfekcie
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kli€ivost prudko stupa a potom zas klesa s dalSiou dezinfekciou chlérnanom.

10 um

10 um

Obrazok ¢&. 3: Semeno Chamorchis alpina,  Obrazok ¢. 4: Semeno Chamorchis alpina,

s prasknutym osemenim a mrtvym s kompaktnym osemenim a len s embryom

embryom ktorému Cerveno svietia jadra obsahujucim mftve bunky; mftvym bunkam

mrtvych buniek, fluorescencia excitacia Cerveno svietia jadra,excitacia

zelenym svetlom, prifarbené farbivom fluorescencia zelenym svetlom , prifarbené

fluorescin diacetéat a propidiumiodid farbivom fluorescin diacetat a
propidiumiodid

Rozdielne doby dezinfekcie u réznych druhov su pravdepodobne spojené s réznou Sruktarou ich

osemenia (Van Waes et Debergh 1986). Stanovenie optimalnej doby dezinfekcie chlérnanmi je

niekedy naro€nejSie. Harvais et Hadley (1967) dezinfikovali semen& Dactylorhiza purpurella az
pokym nevybledli (120 minat v Ca(OCl,)), zistili Ze vtedy kli€ia. Ak semena sterilizovali kratSiu dobu
bola kli€ivost niZSia. Vyblednuté semena po oSetreni chlérnanom a etanolom kli€ili aj inym
autorom (Michl 1988). Harvais (1980) si u druhu Cypripedium reginae vSimol, Zze ked sa semena
potopia pocas dezinfekcie chlérnanom, je to najlep$i ¢as na vysev a prisudzoval to tomu ze
vyplachovanie bieliacim roztokom sa odstrafiuje suberin z osemenia a Unikaju plyny spomedzi
osemenia a embrya.

Aj Michl (1988) poznamenal ze klicia len semen& na ktoré bol uz aplikovanyc hlérnan a ucinnost
dezinfekcie sa zvySuje pri pouziti pomerne vysokého mnozZstva chlorového vapna. Vejsadova
(2006) tvrdi Ze uplne vyblednuté semena uz nekliCia a vysievat treba v momente ked zaénu
blednut, rovnaky postup dodrZuje aj Jefabkova (2006). Vejsadova (2006) tak pouziva 0,5% NaOCI

pokym semena nezacnu blednut (40-50 min).

3.1.1.3 Iné oxidacné ¢inidla

Dalsie oxidaéné &inidla, ako peroxid vodika (H.O,) a hydroxid sodny (NaOH) maju na kligivost tiez

rozdielny efekt. Peroxid vodika je pre semena Skodlivy (Michl 1988, Rasmussen 1995) no obcas
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sa pouziva (Bruns et Read 2000; v kombinacii s Tween 80 u rodu Sarcodes), zatial o hydroxid
sodny zvysil kli¢ivost (Eiberg 1970). Eiberg (1970) zistil Ze pdsobenim 4N NaOH na 15 minut

ZlepSilo Kliivost. Z toho sa da usudit Ze zasaditost roztoku aplikovaného na semena pred

vysadenim je délezita a nie jeho oxidativny efekt (Rasmussen 1995).

3.1.1.4 Detergent

Pre efektivne chemické oSetrenie osemenia vodnymi roztokmi je vhodné pouzit detergent.

Detergent zlepSuje kontakt semena s vodou (Rasmussen 1995, Arditti 2008). NajpouzivaneSsi

detergent je sorbitolanhydrid Tween 80 (Van Waes et Debergh 1986, Rasmussen 1995, Bruns et
Read 2000), Tween 20 je ale tiez pouzivany (Chu et Mudge 1996, Tomita 1998, Kmecova 2011 a

dalsi); pouzivanie inych nie je dostato€ne preskiumané. Detergent Teepol je pre orchideové

semena Skodlivy (Harvais 1980). Kmecova (2011) pri testovani vyplyvu detergentu Tween 20 pri
dezinfekcii semien u 2 dobre kliiacich druhov nepozorovala ziaden efekt.
Pri symbiotickom vyseve Dactylorhiza majalis vyuzivajucom 5% NaOCI| po dobu 6 min bola

pridana asi kvapka komeréného detergentu Tween 80 (Rasmussen 1990). Eiberg (1970) si vS§imol

Ze ak sa koncentracia detergentu Tween zvysi nad 0,5%, tak klesa kli¢ivost.U inych autorov nebol
problém ani pri vy$Sich koncentraciach (asi 1%; Rasmussen 1995). Pri asymbiotickom vyseve
Pseudorchis albida pouziva Jefabkova (2006) 3 kvapky Tween 80. Podla Arditti (2008) pouziva

vacsina laboratérii Tween 20, no poznamenava zZe v domacich podmienkach mozno pouzit tekuty

detergent pre domacnosti alebo detsky Sampdn. Stoutamire (1996) nepouZiva detergent s
odvolanim na Rasmussen (1995), ktora popisuje Ze je pravdepodobne toxicky. Dal$i pouZivany
detergent je Triton. 0.01% Triton (X-114) po dobu 10 min v kombinacii s NaOCI pouzivali Dowling
et Jusaitis (2012). Detergenty sa pouzivaju v roztoku chlérnanu alebo iného oxidaéného Cinidla

(napr. Bruns et Read 2000). Efekt pridaného detergentu je vacsinou maly, no zlepSuje zmacavost

semien a je ho vhodné pouzivat pri semenach druhov tazko kli¢iacich. Pouzitelné by mohli byt aj
komer&né detergenty (Jar) ktoré sa pouzivaju u inych rastlin.
3.1.1.5 Kyselina sirova

V pripade ze chceme narusSit osemenie a tym zruSit dormanciu, u niektorych druhov orchidei sa

pouziva este kyselina sirova spolu s pouzitim chlérnanu (Ponert et al. 2011, Malmgren et Nystréom

2013). Napriklad u druhu Pseudorchis albida viedlo k uspeSnému kli¢eniu pésobenie 2% H,SO, na

10 minat v kombinacii s Ca(OCl), a etanolom (Ponert et al. 2013). Malmgren et Nystréom (2013)

pouzivaju na prelamovanie dormancie 2% H,SO,4 na 10 minut u rodu Dactylorhiza, Gymnadenia ¢i
Orchis. Malmgren (1996) pouziva 0,5 — 2% roztok (0,05 — 0,2 M) H,SO, a odporuca okamzite
dezinfikovat' v chlérnane; Cas dezinfekcie sa po pouziti H,SO, skrati a staci pouzitie slabsieho

chlérnanu a pre druhy rodu Cypripedium ktoré kli¢ia horSie odporuca pouzit prave 2% H,SO, na
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10-15 mindt a nasledne NaOCI. Malmgren (1996) popisuje dosiahnutie nizkych kli€ivosti s Orchis
militaris a O. purpurea bez pouzitia H,SO,4, avSak pri pouziti H,SO, na 10 minat v pripade O.
purpurea a v kombinacii H,SO, s p6sobenim chladu po vysievani u O. militaris dosahuje vysokych
kliivosti u oboch druhov.

Malmgren (1996) u Gymnadenia conopsea, Nigritella nigra a Platanthera bifolia, pozoruje lepSie
vysledky ak pred dezinfekciou NaOCI pouzije H,SO, a pésobenie chladom. 1% H,SO, a NaOCI
zabezpecila 100 % kli¢ivost Himantoglossum hircinum (Malmgren 1996). Malmgren (osobné

zdelenie) doporucuje pouzivat H,SO, pred aplikaciou chlérnanu v pripade vysevu tazko kli¢iacich

druhov.

3.1.1.6 Voda

Semena niekedy kli¢ia aj po dlhodobom macani vo vode, ktoré tiez narusuje dormanciu semien

(Rasmussen 1995). Mimo fakt ze luhovanie vo vode zvySuje pravdepodobnost preteCenia vody k

embryu, taktiez vyplavuje inhibiéné latky zo semena (Rasmussen 1995). Van Waes et Debergh

(1986) a Van Vaes (1984) popisuju vyplavovanie ABA zo semien pocas dezinfekcie chlérnanom,
no u niektorych druhov méze byt pravdepodobne vyplavovana aj luhovanim vo vode.
Semend terestrickych druhov su viac hydrofébne ako semena epifytov ktoré vihnu rychlejSie

(Stoutamire 1996). Semena Platanthera leucophaea plavali na hladine aj po 2 hodinach oxidacie

v bieliacom roztoku (Stoutamire 1996). Existuju ale aj iné mechanické adaptacie pre kontakt

s vodou. Osemenie urodu Sobralia ma tri druhy buniek, priom dva z nich spésobuju Ze Cast
osemenia je skrutend a hilum je uzavrené. Bunkové steny tychto buniek reaguju na vodu. Za
sucha su tieto bunky zovreté a voda sa nedostane k embryu, po dlh§om kontakte s vodou sa
osemenie ,rozmota“ a je umozneny prienik vody k embryu. Tento mechanizmus zabrafiuje tomu

aby semeno vykli€ilo pri slabom navlhnuti (Prutsch et al. 2000).

3.1.1.7 Iné spbésoby narusania dormancie a dezinfekcie semien.

Skér ojedinelé je pouzitie inych skarifikacnych postupov. Mnozstvo autorov predpoklada, ze pre
zruSenie dormancie semien orchidei je kluCové naruSenie osemenia. Butcher et Marlow (1989)
odporucali mechanické naruSanie orchideovych semien no podla Rasmussen (1995) sa jedna
o neprakticky spésob skarifikacie pretoze semena orchidei a mykoheterotrofov su malé. Arditti et
Ghani (2000) ¢i Lee et al. (2007) popisuju naruSanie osemenia ultrazvukom, a tato metéda zvysSila
klicivost semien. Miyoshi et Mii (1988) pouZzivali na oSetrenie semien Calanthe discolor ultrazvuk

po dobu 4 minuty, ktory odstranil osemenie a semena nasledne klicili lepSie.

Arditti (2008) odporu¢a aplikovat dezinfekciu plynom na niektoré semend, ktoré zrbznych
dévodoV nejde dezinfikovat inak. Plyn vytvara pridanim 3 ml koncentrovanej HCI do 100ml
komercného bielidla pre doméacnosti (Clorox, Purex, Domestos), ktoré obyc€ajne obsahuje 5.25%

chlérnanu sodného.
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VyS8ie popisané spbsoby sa prakticky nevyuzivaju. Pouzivaju sa na miesto toho zauzivané

metddy skarifikacie chlérnanmi.

3.1.2 Dusik

Forma dusika v médiu pri vysevoch in vitro ovplyviuije klicenie orchidei (Ponert et al. 2013). Vyber

vhodnej formy dusika je zavisly na druhu orchidey (Van Waes et Debergh 1986). Orchidey kli¢ia na

organickom dusiku (Lugo 1955, Van Waes et Debergh 1986), a niekedy sa pouzivaju pri kultivacii

in vitro aj média s obsahom anorganického dusiku (Pierce et Cerabolini 2011, Ponert et al. 2011).

Nadarajan et al. (2011) zistil ze preferuju skor dusik z aminokyselin, ako z NH," alebo aménnych

soli. Jedin& praca popisuje aj stimulacny efekt NO;3™ (Ichihashi et Yamashita 1977) zatial€o mnohi

autori popisuju inhibiCny efekt nitratov (Eiberg 1970, Van Waes et Debergh 1986, Sqgarbi et al.

2009). Ponert et al. 2013) popisuje negativny vplyv dusiku na kli¢enie Pseudorchis albida uz pri

nizkych koncentraciach (2 mg NO37/l). Zdéa sa klicenie druhov, ktoré rastu v oblastiach chudobnych
na ziviny ako Pseudorchis albida (Jersdkové et al. 2011) su inhibované nitratmi a druhy rastice na

lukach a stanovistiach bohatSich na ziviny ako rody Anacamptis, Orchis ¢i Ophrys kli¢ia aj na

médiach s obsahom nitratov (Ponert et al. 2011, Malmgren et Nystrom 2013, Ponert et al. 2013).

3.1.3 Fytohormony

Fytohormény ovplyviuju vnutornd (fyziologicki) dormanciu semien. Najviac pouzivané su

cytokininy a z nich kinetin (Ponert et al. 2013) a maju vacsinou pozitivny vplyv na klienie semien

orchidei, aj ked v niektorych pripadoch bol pozorovany ich inhibi¢ny efekt na klicenie. Cytokininom
sa v suvislosti s orchideami a kli€enim ich semien venuje najviac publikacii spomedzi vSetkych
fytohorménov Lindén (1980) uvazuje o tom, Ze bielenie (vyplachovanie chlérnanom pouzivané
k dezinfekcii semien pfed vysevom in vitro) vyplavuje alebo ni€i inhibitory rastu. Va¢sie mnozstvo
prac sa zaobera len vplyvom cytokininov a auxinov, menej GA, ABA a etylénom a u dalSich skupin
fytohorménov (etylén, jasmonaty, brassinosteroidy) je nutny dalsi vyskum. MnoZstvo prac sa ale
venuje vplyvu fytohormdénov na organogenézu a neskorSie Stadia ontogenézy (Ueda 1969a, Ueda
1969b, Fonnesbech 1972, Nakamura et al. 1982, Wotavova-Novotna et al. 2007, Ponert 2009,

a dalsi).

3.1.3.1 Cytokininy

Exogénny cytokinin pridany do média zvysuje kli€ivost u mnohych druhov (Harvais 1980, Harvais
1982, Van Waes et Debergh 1986, De Pauw et al. 1995, Rasmussen 1995, Steele 1996, Steward
et Kane 2006, Pierce et Cerabolini 2011). Benzyladenin (BA) &i kinetin zvysili kli€¢ivost u mnohych
druhov (Borris 1969, Harvais 1982, Van Waes et Debergh 1986b, Miyoshi et Mii 1998), a boli pre
kliCivost prospesné uz pri koncentracii 0,88 uM u BA u druhov Epipactis heleborine i Cypripedium
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calceolus (Van Waes et Debergh 1986) a v koncentracii 0,5 - 5mg na liter média v pripade kinetinu

(Borris 1969, Harvais 1982, Van Waes 1984). Efekt cytokininov bol pozorovany u druhov

vyzadujucich stratifikaciu chladom a cytokininy mozno prina$aju odpoved rovnaki ako po

stratifikacii a maju opacné efekt k ABA (Rasmussen 1995). Inhibi¢ny alebo Ziaden efekt cytokininov

na orchidey bol pozorovany pri 6 — benzylaminopurine na kli¢ivost Orchis mascula (Borris et
Voight 1986), a u kinetinu na Pterostylis vittata (Wilkinson et al. 1994). Tieto dva vysledky ale m6zu

len poukazovat na druhovo S$pecificki odpoved rastlin na cytokininy aind koncentracia

fytohorménu by pravdepodobne kli¢ivost podporovala (Ponert et al. 2013). Steele (1966) pri

pouzivani kinetinu zistil rychlejSiu kliCivost' a pozitivny efekt kinetinu (1 uM) pozoroval na Calanthe
macranthos aj Miyoshi et Mii (1998). Harvais (1982) u druhu Cypripedium reginae zistil ze najlepsi
vysledok z testovanymi aminopurinmi dosiahol s kinetinom a to v koncentracii 0,5-1 mg/l. Steele
(1996) pouziva 1,2 mg/l kinetinu a do média ho dava pred autoklavovanim; pridanie dalSieho
0,2mg/l nahradi straty kinetinu termodegradaciou. Takato koncentracia funguje u vacsiny druhov
rodu Cypripedium. Steele (1996) tiez pozoroval, ze dlhSia doba bielenia méze byt nahrada za
pouzitie kinetinu a dalSie experimenty s inymi druhmi rodu Cypripedium ukazali podobny efekt pri
inych druhoch a zistili ze po dlhodobom preplachovani v chlérnane netreba pridavat exogénny
cytokinin. Steele (1996) pozoroval u niektorych druhov Cypripedium ze kli¢enie podporuje pridanie
cytokininu (pouziva kinetin), ale tento inhibuje rast protokromov, teda v dalSich Stadiach vyvoja
protokormov treba tieto presadit na médium bez cytokininov, pozoroval to napr. u C. arietinum, C.
candidum, C. yatabeanum. Potrebu pridat cytokinin nepozoroval u C. californicum, C. guttatum ¢i
C. passerinum (Steele 1996). Ponert (2009) dosiahol najvy33ej kliCivosti na médiu obsahujucom
kinetin no podobne ako Steele (1996) zistili aj Ponert et al. (2013), Ze protokormy rastli rychlejSie
na médiu bez kinetinu a kinetin rast protokormov inhiboval.

Dactylorhiza maculata a Listera ovata klicili najlepSie na médiu bez BA (Van Waes et Debergh
1986).

3.1.3.2 Gibereliny
Na rozdiel od vacsiny ostatnych rastlin, zda sa ze gibereliny nemaju stimulaény efekt na klicenie

orchidei (napr. Rasmussen 1995, Ponert 2009 a citacie vovnutri). GA; spdsobila pokles kli€ivosti

u niektorych orchidei ako u symbiotickej kultary Pterostylis vittata (Wilkinson et al. 1994)

a u dalSich nemala ziaden efekt (Hadley et Harvais 1968, Borris et Voigt 1986, Van Vaes et

Debergh 1986, Rassmusen 1995). GA; ale podporovala klicenie urastliny Empetrum

hermaphroditum (ktora prachové semena nem4, ale patri do Cefade Ericaceae, u ktorych sa
vyskytuju prachové semend) pri pouziti 1000 mg/l a vysievani na filtracny papier s destilovanou
vodou (Baskin et al. 2002).
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3.1.3.3 ABA

U orchidei je jej efekt vyrazny a to uz pri velmi malych koncentraciach (Rasmussen 1995).

U orchidei bola detekovan& u Epipactis heleborine a Dactylorhiza maculata (Van Vaes 1984, Van

Waes et Debergh 1986, Van der Kinderen 1987) a minimélne Van Waes (1984) preukazal, Ze

znizuje kligivost u E. helleborine ato uZ v nizkych koncentraciach (koncentracia 107'M zniZila
kligivost na polovicu a pri 10°M semena nekligili vobec). U semien tohto problematicky kligiaceho

druhu bola zistena vyrazne vysSia hladina ABA nez u druhov dobre kli¢iacich (Van der Kinderen

1987). Lee et al. (2007) pozoroval zvySovanie obsahu ABA s dozrievanim semien u Calanthe
tricarinata medzi 60 — 210 DAP. Van Waes et Debergh (1986) a Van Vaes (1984) popisuje
vyplavovanie ABA zo semena pocas preplachovania chlérnanom a Van Vaes (1984) pozoroval, ze
po 2 hodinach sterilizacie semien Dactylorhiza maculata nebola ABA takmer detekovatelna a
exogénne aplikovana ABA inhibovala kli¢enie semien. Tak, ako aj u inych rastlin ma teda ABA

u orchidei inhibiény efekt na kli¢enie (Van Waes 1984).

3.1.3.4 Auxiny

Wan Waes (1984) nepreukazal u 8 z 9 druhov orchidei takmer ziaden efekt IAA, IBA & NAA na
kli€¢ivost semien terestrickych orchidei. V niektorych pripadoch auxiny zabezpecili eSte mierne
nizSiu kli¢ivost. Inhibicny efekt IAA na kliCenie Dactylorhiza purprella pozorovali aj Hadley et
Harvais (1968). Eiberg (1970) pozoroval Ze Kkli€ivost bola silne inhibovand TIBA (2, 3 5-
trijodobenzoova kyselina) ktory je inhibitorom auxinu a tento inhiboval kli€enie u Dactylorhiza
maculata. uz pri nizkych koncentraciach (2 ppm). U druhu Orchis mascula Borris et Voight (1986)
pozorovali vyrazné zvysenie kli€ivosti po pridani 2 ppm NAA. Kli¢ivost u symbiotického vysevu

bola lepsSia po pouziti IAA u Pterostylis vittata (Wilkinson et al. 1994). Zda sa teda ze efekt auxinov

je zavisly od druhu €i na kultivacnych podmienkach a méze byt stimulacny aj inhibi¢ny.

3.1.3.5 Etylén

O efekte etylénu na semena orchidei je len malo dat, ale zda sa Ze jeho efekt na kli¢enie orchidei

je stimulaény (Rasmussen 1995). Etylén zvySoval kli€ivost u symbiotickej aj asymbiotickej kultary

u Dactylorhiza majalis aj pri velmi nizkych koncentraciach (Johansen et Rasmussen 1992)

a taktiez zvysil kliCivost u Galeola septentrionalis v koncentraciach 2 — 8 pl/l a jeho odstranenie

znizilo kli¢ivost (Nakamura et al. 1975). Etylén memal negativny ucinok na kli¢enie ani pri vysSich

koncentraciach (Rasmussen 1995) a jeho produkcia bola pozorovana na asymbiotickom kli¢eni

tropickych orchidei kde dosiahla 125 pl/l (Hailes et Seaton 1989), ¢o naznacuje Ze orchideové

semend a ich kliCivost su k etylénu tolerantné aj pri takto vysokych koncentraciach (Rasmussen
1995).
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3.1.4. Svetlo

Poziadavky orchidei na svetlo pri kliceni sa liSia. Niektoré druhy vyzaduju aspon zo zaciatku
kultivacie tmu (Van Waes et Debergh 1986, Arditti 2008, Anderson 1996, Sgarbi et Prete 2009), iné

kli¢ia na svetle ako napriklad americka orchidea listnatych lesov Calopogon tuberosus (Whitlow

1996). Niektoré druhy rodu Epipactis kliCia dobre aj na svetle, no lepSie kliia v tme a niektoré
druhy mézu klicit dobre bud' v tme ale aj na svetle v zavislosti na tom, na akej lokalite boli semena
zbierané (Van Waes et Debergh 1986).

Vacésina autorov vSak semena uklada do tmy ako Jefabkova (2006) pri asymbiotickom pestovani

Pseudorchis albida, rovnako ako aj Vejsadovéa (2006) tiez pri asymbiotickom vyseve 2 druhov rodu
Dactylorhiza a Liparis loeselii. Habenaria tridactylites tiez vyZaduje tmu, pokym semena nevyklicia
a rovnako tak mnozstvo dalSich eurépskych druhov (vlastné pozorovanie), severoamerickych ako
Aerethusa bulbosa (Yannetti 1996) ale aj tropickych druhov (Park et al. 2012).

Osvetlenie redukovalo kli¢ivost Coeloglossum viride a Dactylorhiza purpurella, dokonca u C. viride
takmer Uplne inhibovalo kli¢enie, pricom zo vzrastajucim osvetlenim klesala kli¢ivost a po
premiestneni nevykliCenych semien D. purpurella do tmy tieto vykliCili Co dokazuje inhibic¢ny vplyv
svetla na klicenie semien; na vyvoj protokormov uz svetlo nemalo negativny vplyv (Harvais et
Hadley 1967).

Mnohé terestrické orchidey kliia pri fotoperiode bieleho svetla, ale nie za trvalého osvetlenia

(Stoutamire 1964 a dalSi). U druhu Habenaria macroceratitis boli pri symbiotickom vyseve semena

kultivované v tme, a to tak ze petriho misky boli obalené albobalom, pri 16h fotoperiéde a pri

stdlom osvetleni (Stewart et Kane 2006). NajvysSia kli€ivost bola dosiahnuta pri stalej tme, ale

fotoperiéde 16h svetla (Stewart et Kane 2006). Kli¢ivost Dactylorhiza majalis v tme bola vyrazne

zvySena, ak sa na semena predtym svietilo bielym svetlom 16 hodin denne po dobu 10-14 dni,

dihSia expozicia svetlom mala negativny efekt (Rasmussen et al. 1990) Len 2 % semien vykli€ili na

fotoperidde ihned, nakolko vyzadovali asi 14 dni Uplnej tmy. PrerusSenie takéhoto tmavého obdobia
dvoma nasledovnymi fotoperiédami zvysSilo kli€ivost ak tieto preruSenia boli prevedené pred 8

dnom (Rasmussen et al. 1990).

To Ze niektoré druhy kliia v tme je pravdepodobne mechanizmus, ktory umoznuje semenam klicit
az ked su pod povrchom zeme, kde kli¢iace semeno nebude vystavené takym zmenam teploty Ci

vihkosti (Stoutamire 1996). Stoutamire (1996) napriklad u Platanthera leucophaea nepozoroval

klicenie u semien na povrchu substratu, ale len pod zemou, uvazuje o dazdovkach ako o
vektoroch, ktoré semena zahrabu do zeme.

Nepodarilo sa mi dohladat Ziadne informacie o inhibicnom vplyve svetla na kli¢enie epifytnych
druhov €eladi Orchidaceae, ktoré na svetle pravdepodobne kli€ia, nakolko kli¢ia na povrchu inych

rastlin.
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3.1.5 Nezrelé semena

Yamazaki et Miyoshi (2006) odoberali semena ruéne opelenej orchidey Cephalanthera falcata v
rézny DAP. Najvacsia klicivost bola v 70 DAP a po 80 DAP sa znizovala, medzi 100-120 DAP bola
kliCivost len minimalna, oplodnenie nastava podla Nagashima (1979) 38-40 DAP. Pri farbeni
safraninom pozorovali svetlo Cervené zafarbenie vnutorného integumentu (odpovedajucemu
vnatornému osemeniu) u semien starych 70 DAP ¢o naznaduje ze lignifikacia (pozri kapitola 2) sa
objavuje v tomto Case. Vacsina semien starych 80 — 100 DAP boli zivé usudzujuc podla toho ze
TTC farbenie zafarbilo 84 — 99 %. Teda semena v tomto Stadiu uz boli dormantné. Ako je popisané
v kapitole 2, Yamazaki et Miyoshi (2006) pozorovali lignifik&ciu a kutinizaciu vnatorného osemenia,
¢o mobze vytvarat dormanciu semien v ur€itom Case po opeleni a semend su do tejto doby
schopné vyklicit. Vnutorné osemenie méze mat délezitu ulohu v mechanickej a chemickej regulacii
kli¢enia miniméalne u tohto druhu. Dospelé semend ktoré autori zbierali 140 DAP sa roztokom TTC
nezafarbili, pokym nebolo vnatorné osemenie odstranené pinzetou (Yamazaki et Miyoshi 2006).
Z toho usudzuju, Ze roztok neprejde cez vnutorné osemenie ato asi od 100 DAP. Farbenim
pomocou TTC zistovali Zivotaschopnost nezrelych semien u Dendrobium nobile aj Vasudevan et
van Staden (2010) a zistili Ze Zivotaschopnost bola niZSia pri 96 DAP, podstatne sa zvysila pri 116
DAP a bola nizSia pri 129 a 158 DAP. Taktiez pozorovali kutinizaciu a lignifikaciu ale v 158 DAP
nebola oblast suspenzoru kutinizovana (vnutorny integument) a lignifikacia na vonkajSom
integumente nebola celistva, obsahovala medzery, ¢o umoznuje lepSiu hydrataciu a poukazuje na

to, ze epifytické orchidey kliCia lepSie ako terestrické.

Nezrelé semena Casto kliia lepSie ako zrelé, ¢o je pravdepodobne spdsobené nastupom

dormancie pocas dozrievania (Rasmussen 1995). Vysievanie Ciastoéne nevyvinutych semien, kde

sa zbieraju zelené tobolky pred dozretim pouzivaju viaceri autori (napr. Michl 1988, Malmgren
1996, Arditti 2008, Sgarbi et Prete 2009, Park et al. 2012, Malmgren et Nystrdom 2013 a dalSi).

Vacsinou sa na vysevy in vitro pouzivaju nezrelé semena tych druhov, ktorych zrelé semend inak

nekliCia. Tieto druhy maju vyvinutu silnejSiu dormanciu semien, ktora sa pravdepodobne utvara az
v poslednych $tadiach dozrievania semien, preto nezrelé semena utakychto druhov vykliCia
narozdiel od zrelych. Posudit spravnu dobu kedy zbierat nezrelé semena je naroéné (Malmgren

1996, Malmgren et Nystrom 2013; vlastné pozorovanie) a jedina cesta ako zistit ako je embryo

vyvinuté sa zda byt pomocou porovnania s ostatnymi Studiami popisujucimi ¢as, ktory uplynul od

opelenia po oplodnenie a na dospelost semena (Rasmussen 1995), alebo anatomické Studium

semien v tobolkdch (Yamazaki et Miyoshi 2006). Iba 5-7 dni m6zZze oddelovat semena ktoré su

prilis mladé na to, aby vykliCili a tie ktoré su uplne zrelé (Malmgren et Nystrém 2013). U rodu

Cypripedium je spravne Stadium na zber semien 49 — 70 DAP v zavislosti na druhu, pricom
pocCasie ovplyviuje dozrievanie. Vysievanim nezrelych semien sa da dosiahnut kli¢ivost viac ako
75 . Michl (1988) odporuc¢a 28-42 DAP u rodu Orchis, a o nie¢o viac DAP u rodu Cypripedium a u
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Gymnadenia conopsea odporuca 42 DAP. NajvhodnejSia doba na zber sa ale |idi v zavislosti na
pocasi a najlepSie je zrelost’ posudit mikroskopicky (napr. podla Strukturalneho stavu embryi a Ze
semena su biele). Niektori autori zas odporuc¢aju zbierat semena v 2/3 zrelosti (Michl 1988,

Vejsadova et Mala 1996, Jefabkova 2006) Nezrelé semena pouziva aj Yannetti (1996) u Arethusa

bulbosa, zelené tobolky zbiera ,60 dni staré” (pojmom , 60 dni staré“autor pravdepodobne
oznacuje 60 DAP), ale kli¢ia aj semend z toboliek ,45 dni starych®. Podobne Steele (1996) napr.
u Cypripedium montanum, zbiera semena menej ako 42 DAP. U tropickych zéstupcov ako
Gastrodia elata zbiera nezrelé tobolky pred prasknutim aj Park et al. (2012) ato uz v 18 — 21 DAP,
tieto nasledne kli¢ia v symbiotickej kulttre in vitro. Zelené tobolky byvaju skladované najcastejSie
pri teplote 4°C (napr. Sgarbi et Prete 2009, Park et al. 2012). Dezinfikuju sa bud v roztoku

chlérnanu (napr. 20 minut v 5% roztoku; napr. Sgarbi et Prete 2009, a nasledne v EtOH), a opaluju
(napr. 90% EtOH; Sgarbi et Prete 2009,100% EtOH; Vasudevan et van Staden 2010), alebo sa

dezinfikuje len chlérnanom alebo len etanolom (napr. Park et al. 2012- 95% EtOH a opalit).

Po vysadeni zrelych semien Pseudorchis albida, semena vykli€ili po 1 roku (Ponert et al. 2011),

zatial ¢o ak boli semena zbierané nezrelé, kli€ili uz po 5-6 mesiacoch (Jefabkova 2006; Pierce et

Cerabolini 2011). DIhy ¢as od vysievania po vykli€enie je asi spdsobeny tym ze sa jedna o horsky

druh Kli¢iaci po dlhom obdobi chladu (Jersakova et al. 2011). Michl (1988) nebol uspesny s

pestovanim obligatne mykoheterotrofnych druhov ako Cephalanthera damasonium, Limodorum
abortivum &i Neottia nidus-avis). Bol ale uspesSny s vysevom druhov rodu Epipactis a Cypripedium
calceolus ale s nizkou uspesnostou. Nizku uspesnost pripisuje nevhodnej zrelosti semien. Michl
(1988) pozoroval Zze nezrelé semena kliia v asymbiotickych podmienkach takmer vo v3etkych
testovanych pripadoch lepSie. Nezrelé semena kli€ili rychlejSie a skorej. Dobre kliCiaci druh
Dactylorhiza majalis, kli¢i horSie v pripade Ze semena nechame uplne dozriet’ na rastline, semena
z tej istej rastliny klicili lepSie, ak boli nezrelé aj u tohto relativne dobre kli€¢iaceho druhu (Michl
1988 a citacie vo vnutri). Frosh (1980) zistil pokles kliCivosti s postupnym dozrievanim u druhu
Orchis morio a doporuCuje vysievat semena 42 DAP, zatialCo u rodov Ophrys a Dactylorhiza
doporucuje vysev zrelych semien. Michl (1988) zisil zas Ze nim testovany zastupci rodu Ophrys
kli€ili lepSie pri pouZiti nezrelych semien.

Zrelé semena ostavaju Zivotaschopné dlhSiu dobu ak su chladené a ak po zbere z tobolky su
vysuSané na vzduchu. Nezrelé semend semena maju zas vyhodu vtom Ze nemaju vyvinutu
dormanciu ateda ju nie je nutné prelamovat ale semend je nutné vysadzat skér (Steele 1996).
Experimenty s nezrelymi semenami mézu byt zavadzajuce vzhfadom na ich odli§né spravanie od
zrelych semien v prirode. Ak pestujeme orchidey v podmienkach in vitro, je lepSie pouzit zrelé
semena pomocou ktorych vieruhodnejSie zistime ako dany mechanizmus funguje aj v prirode
(Rasmussen 2011).
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3.1.6 Teplota

Poziadavky na teplotu rozdefuju terestrické orchidey na také ¢o vyzaduju stratifikaciu chladom na
vykli¢enie (Ballard 1987, Coke 1990, Malmgren et Nystrom 2013, Malmgren 1996) a tie ktoré kli¢ia
dobre bez stratifikacie pri teplote 17 - 25°C (Ponert et al. 2011, Ponert et al. 2013, Rasmussen

1995). Vacsina druhov terestrickych orchidei dobre kli¢i pri teplote okolo 23°C (Van _Waes et
Degergh 1986), €i vrozmedzi 22 - 25°C (Rasmussen 1995, Anderson 1996 a dalsi).

V nasledujicom texte budu preto tieto skupiny pojednavané oddelene.

3.1.6.1 Druhy nevyzadujlce stratifikaciu

Druhy teplejSich oblasti ako australske druhy Pterostylis nutans, Microtis arenaria, Thelymitra
pauciflora, a Prasophyllum pruinosum klicili v tme pri 20°C (Dowling et Jusaitis 2012). Taktiez

druhy mierneho pasma ako Limodorum abortivum ktoré kli€ilo z nezrelych semien pri 25°C (Sgarbi
et Prete 2009) ¢&i druh Dactylorhiza purpurella kde bola najvacsia kli¢ivost dosiahnuta pri 23°C a
29°C mbdzu Kkli¢it bez potreby stratifikacie (Harvais & Hadley 1967). Pri 11°C bola kliCivost

Dactylorhiza purpurella nizka (12 % po 6 mesiacoch) a nevykli¢ené semena boli stadle dormantné,

a v pripade ze boli prenesené do 25°C aj po 14 mesiacoch v 11°C zacali kli¢it' (Harvais & Hadley

1967). Trochu odliSné poziadavky boli zistené u druhu Gymnadenia conopsea, ktora najlepsie

kli¢ila pri nizSich teplotach mierne pod 20°C pri symbiotickom vyseve (Rasmussen 1995).

Podobnych vysledkov bolo dosiahnutych s blizko pribuznym druhom D. majalis ato
v symbiotickych i asymbiotickych kultdrach. NajvySSej kliCivosti pri symbiotickom vyseve in vitro,
bolo dosiahnuté v teplotnom rozmedzi 21.2 -27.2°C, pri€om najvysSia kliCivost 53 bola dosiahnuta
pri teplote 23.6 °C a 42 % pri 25.7 °C. Nad teplotnym optimom pre druh D. majalis (23-25°C), bol
zaznamenany pokles v kliCivosti. NajvysSej kliCivosti pri asymbiotickom vyseve in vitro — (21 %)
bolo dosiahnuté pri teplote 23.5°C po 42 dnoch, kli¢ivost okolo 20 bola docielena v teplothom

rozsahu 23.5 — 25.7°C. Nad tymto rozsahom kliCivost opat klesala. (Rasmussen et al 1990).

Teplotné naroky pre kliCenie sa teda medzi symbiotickymi a asymbiotickymi kultirami prakticky
neliSili. Semena Dactylorhiza incarnata umiestnené vo vode s detergentom kliCili najrychlejSie pri
teplote 23-24°C , zatial€o pri vySSich aj nizSich teplotach vykliCili za dvojnasobny ¢€as (Eiberg
1970). Najvyssia kli¢ivost u rodu Cypripedium bola dosiahnuta pri nizSej teplote — okolo 20°C

(Stoutamire 1974). Pri teplotach mimo optimum semenda ostavaju dormantné (Harvais et Hadley

1967 a dalsi). Optimalne teploty pre kli€enie arktickych a chladnomilnejSich temperatnych druhov
sa ukazali byt rovnaké, avSak temperatne druhy maju vacsiu toleranciu k extrémnejSim teplotam
(Rasmussen 1995). Tomita (1998) skusal vplyv réznych teplét (15, 17.5, 20, 22.5, 25, 27.5, 17,5°C)

na kli¢ivost Calypso bulbosa €o je druh cirkumpolarne rozSireny (Delforge 2006, Baumann et al.

2006) a ako optimalna teplota sa ukazala 20°C.
Nakamura et al. (1975) dosiahli najlepSej kliCivosti v podmienkach in vitro u Galeola septentrionalis

pri teplote 30°C, o povazuje za zvlastne nakolko Hamada (1939) nameral na stanovisti vyskytu
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tejto rastliny pri Kjoto najviac 22°C.
Malmgren (1996) nepozoroval potrebu posobenia chladu u Orchis morio a O.spitzelii na rozdiel od
O.militaris z rovnakych stanovist vo Svédsku ako predchadzajlce dva druhy. Otazka preéo si ale

tieto pribuzné druhy nie su podobné z hladiska nutnosti stratifikacie ostava otvorena.

3.1.6.2 Druhy vyzZadujuce stratifikaciu

Druhy, ktoré vyzaduju stratifikaciu, v prirode obvykle kli¢ia az na jar po chladnej zime (Ponert et al.
2013). Tento druh dormancie pravdepodobne brani tomu aby semeno nevykli€ilo pred obdobim
chladu - zimy. Doby pouzivané na stratifikaciu sa liSia. Malmgren a Nystrom (2013) odporucaju 3
mesacné pdsobenie chladu. Malmgren (1996) vyuziva p6sobenie 2-5°C na 2 — 4 mesiace pre
druhy, ktoré po samotnej dezinfekcii chlérnanom nekli¢ia. Aj Stoutamire (1974) u semien druhu
Cypripedium reginae zistil zvySenie kli¢ivosti po schladeni na 5-10°C na niekolko mesiacov a aj
Ballard (1987) zistil, ze skladovanim v chlade pri 5°C na 2 mesiace utohto isteho druhu sa
vyrazne zvysila kliivost. Ak boli semené chladené pred vysevom v suchom stave po dobu 1 rok
kli¢ivost sa blizila 100 %. Steele (1996) dava do chladu 1-5°C vSetky suché semené pred vysevom
u rodu Cypripedium. Na druha stranu Malmgren (pers com.) zdbraznuje ze v pripade kultivacie in
vitro je nutné semena stratifikovat az po vyseve na kultivatné médium. Semena Platanthera
leucophaea kli€ili po stratifikacii v podmienkach in vitro aj in vivo v 5°C. V podmienkach in vivo
semena neoSetrené v chlérnane Kliili neskér alebo az po druhej periéde chladu a kliCivost
vybielenych semien bola vyssia. V podmienkach in vitro po 8 tyzdnoch v 4°C boli premiestnene do

24°C atmy aklicili (Stoutamire 1996). Druh Pseudorchis albida ktory Kli¢i po prezimovani

(Jersédkova et al. 2011), uspesne vykli€il po pdsobeni chladu (2°C) po dobu 3 mesiace (Ponert et al
2013).

Steele (1996) taktiez pozoroval pozitivny efekt podsobenia chladu na kli¢ivost semien

Cypripedium californicum. Niektory autori ako Yannetti (1996) stratifikujd semena viacstupnovo,
napr. u Arethusa bulbosa najprv 30 dni pri 10°C, potom v chladni¢ke 4-5 mesiacov pri 3-4°C
a nasledne zase na 30dni v 10°C.

Stratifikacia pri 20°C je délezita napriklad u druhu Epipactis palustris, predtym ako budu semena
odpovedat na stratifikaciu chladom a nakoniec je nevyhnutné podsobenie kompatibilnej huby

(Rasmussen 1992). Pdsobenie chladu zrejme vyzZaduju aj symbiotické aj asymbiotické kultury.

Poukazuje na to Studia kde 3-4 °C na tri mesiace pozitivne ovplyvnilo germinaciu napr. u D.

lapponica a to ako v asymbiotickych, tak aj v symbiotickych kultarach (dien 2008)

3.1.7 After-ripening

After-ripening je peridda skladovania Cerstvo odobratych dospelych semien, spravidla niekolkych

mesiacov za sucha, ktord umoznuje prelomenie dormancie (Kucera et al. 2005, Bair et al. 2006,

Finch-Savage et Leubner-Metzger 2006). Mechanizmus, akym after-ripening pdsobi zatial nie je
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spolahlivo objasneny.

Vacsina autorov semena pred vysevom skladuje v suchu (Sharma et al. 2003, Lauzer et al. 2007,

Kauth et al. 2008), éim mézu vedome i nevedome docielit after-ripeningu. Studie zamerané na

after-ripening u mykoheterotrofnych rastlin vSak stale chybaju. Predchadza sa tak kontaminacii,

ktora mbéze vo vihkom prostredi nastat a strate klidivosti. (Bidartondo et Bruns 2005) zbierali

semena rastlin pod¢eladi Monotropoideae (Ericaceae) a vysadzali ich po 2 mesaénom dosuseni
ako aj Tésitelova et al. (2012) pred vysevom dosusaju zrelé tobolky krustikov pri izbovej teplote v
papierovych sackoch a pred vysevom semena asi 2 mesiace skladovali pri teplote 4°C. Mnohi
autori popisuju len dosusanie semien (Anderson 1996, Stoutamire 1996, Shimura et Koda 2005,

Lauzer et al. 2007) &i celych toboliek na vzduchu (Bruns et Read 2000) pri teplote 4-5°C.

Stoutamire (1996) susi semena rodu Cypripedium vzduchom 5 dni pred vysevom a vzduchom susi
tobolky Pterospora andromedea a Sarcodes sanguinea pri izbovej teplote 2-3tyzdne aj Bruns et
Read (2000).

Casté je tiez vysusanie semien pomocou silica gelu (Johnson et.al. 2007, Steward et Kane 2006).

Leake et al. (2004) vysusSa semena hniliakov 4 tyzdne v chloride vapenatom pri izbovej teplote,
semena boli zivé a uspesne klicili in situ. Yoder et al. (2010) a Zettler et Hofer (1998) zas dosusali
nad bezvodym CaSO, na vysuSanie na 7-14 dni na semend ihned po zbere a potom ich skladovali
zmrazené pri (-7°C) a Vejsadova et Mala (1996) suSila semena na vrstve CaCl,. Vysu$ené semena
skladovali v teplote -20°C. Johnson et al (2007) skladuje vysuSené semena pred vysevom
relativne teplomilného druhu Eulophia alta v -10°C na niekolko tyzdriov.

After-ripening sa u semien pouZziva ¢asto, semena vdaka tomuto oSetreniu nekontaminuju a after-
ripening pravdepodobne zlepSuje aj kli€ivost. Vdaka skladovaniu semien v suchu méze k after-
ripening dochadzat velmi ¢&asto. Vacsinou sa v8ak uvadza len vyznam pre obmedzenie
kontaminaci &i prediZenie Zivotaschopnosti semien v nizkych teplotach. Efekt suchého skladovania
bol testovany len vynimoc&ne.U rodu Cypripedium je v8ak zname Ze poziadavku semien niektorych
druhov na stratifikdciu mozno nahradit dih§im skladovanim v chlade a suchu pred vysevom
(Stoutamire 1974, Ballard 1987).

3.1.8 Hubovy symbiont

Pre ucely tejto prace nie je nevyhnutné popisovat mykoriznu symbidézu, mnozstvo informacii
v ¢estine poskytuje kniha Gryndlera et al. (2004).

Najviac prac zaoberajucich sa vplyvom hub na kli€ivost prachovych semien sa tyka orchidei a rodu
Monotropa (Leake 1994). Tie su minimalne spociatku ontogenézy mykoheterotrofné (Leake 1994,

Gryndler et al 2004, Rasmussen et Rasmussen 2009). Predpoklada sa, Ze dormancia

orchideovych semien je v prirode mimo iné narusovana hyfami hib (Rasmussen 1995, Gryndler et

al 2004, Balaz 2011). V literatire som ale nenaSiel podrobnejSie informacie o vplyve hdb na

prelamovanie dormancie semien u rastlin s prachovymi semenami. V rannych Stadiach Zivota je
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u takychto rastlin nutna kolonizacia hubou. Nutnost’ skorej kolonizacie hubou vzrasta kéli faktu ze
nutricné zasoby pre rast embrya, su u orchidei obsiahnuté len vo vlastnych bunkach embrya, a v
semene Monotropa hypopitis st obsiahnuté v iba 9 bunkach velmi malého endospermu (Leake et
al. 2004). Mozny vplyv hub na prelomenie dormancie sa doklada pracami in vitro, kde u niektorych
druhov asymbiotické vysevy z neznamych dévodov nekli¢ia a kli¢ia len symbiotické (Downie 1949,

Rasmussen 1995).

Symbioticky vysev dosahuje vacsinou vys3ej kliivosti a k tej dochadza rychlejSie (Rasmussen et

al. 1990, Harvais et Hadley 1967). Neplati to vSak vSeobecne, napr. Anderson (1996) dosiahol zo

symbiotickymi vysevmi horSie vysledky ako z asymbyiotickymi.

3.1.9 Kli¢enie v prirodzenych podmienkach

Na mozny priebeh dormancie mézu poukazovat' tiez udaje o kli€eni v prirodzenych podmienkach
kde sa semena vacsinou neoSetruju, ale sleduju sa v pdde, pokym nevykliCia. Zasoba semien

v povrchovej vrstve pddy sa nazyva semennd banka (Slavikova 1986). Semena oznaCované ako

prachové semend su tazko dohladatelné v pdde ak ich chceme skumat, rovnako ako su tazko
dohladatelné po vykli€eni ked sa dlho (aj roky) Zivia paraziticky. Pokusy s kultivdciou in vitro
nemusia mat rovnaky vysledok ako pokusy in situ. V in vitro podmienkach dochadza ku kli¢eniu

velmi rychlo, niekedy v priebehu tyZzdnov ¢i mesiacov (Rasmussen 1995), aj ked niektoré iné druhy

kli¢ia po dlhej dobe (Rasmussen et Pedersen 2012, Ponert et al 2013), alebo nekli¢ia vébec
(Rasmussen 1995).

Na pokusy s vysevmi in vivo sa pouziva metéda popisana Rasmussenovou a Whighamom (1993)

kde sa pouziva nylonovy sacik v ktorom su uzavreté semena a tie su uzavreté v dia ramceku.

Niektoré druhy orchidei ako Goodyera pubescens nevydrzia v semennej banke dlho, bolo zistené
ze Kkli¢ia uz v prvom roku. U druhu D. lapponica bolo zistené ze semena v semennej banke kli¢ia
hned po vysievani (dien 2008). Corallorhiza odontorhiza ostava v semennej banke dlhSie a to az
do 5 rokov a Liparis liliifolia €i Tipularia discolor zotrvaju na lokalite az takmer 7 rokov (Whigham et
al. 2006). Galearis spectabilis ¢i Platanthera lacera zotrvaju ako suCast semennej banky

minimalne 3 roky (Whigham et al. 2006). Stoutamire (1996) u Platanthera leucophaea pozoroval

ze kli¢ia po 2 rokoch v podmienkach in vitro; kli€¢ivost u Cypripedium calceolus po 4.5 roku

zaznamenali aj Rasmussen et Petersen (2011).
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4. Mechanizmy dormancie mykoheterotrofnych rastlin

O dormancii semien inych mykoheterotrofnych rastlin nez orchidei, je velmi malo informacii, ktoré
neumoznuju uvahy o moznych mechanizmoch ich dormancie. U orchidei samotnych sa vacSina
prac nezaobera priamo dormanciou semien, ale snazi sa len najst také oSetrenie semien, po
ktorom vykliCia. Z tychto Studii zaoberajucich sa kli€enim orchidei vyplyva, Zze maju vonkajSiu aj

vnutorna dormanciu, ktord pojednam oddelene.

4.1 VonkajSia dormancia

Na existenciu vonkajSej dormancie (fyzikalnej). U semien orchidei poukazuje mnozstvo prac.

VonkajSia dormancia je spojend s vonkajSim aj vnutornym osemenim (Baskin et Baskin 1998).

Semena sa pred vysevom Standardne oSetruju dezinfekEnymi roztokmi, kitoré mbézu osemenie

narusit (Rasmussen 1995). Zatialco semena niektorych druhov kli¢ia lahko po slabom oSetreni

etanolom (Kmecova 2011), iné druhy vyzaduiju hrubsie oSetrenie bez ktorého nekli¢ia. Spravidla sa

pouzivaju roztoky chlérnanov niekedy v kombinacii s etanolom. Nie je jasné, k akym zmenam
v osemeni behom dezinfekcie dochadza. Osemenie je zjavne tvorené celuléznym materialom
degradovanych bunkovych stien, ktory je naviac impregnovany hydrofébnymi latkami (Veyret 1969,
Rasmussen 1995), uvazuje sa predovsetkym o lignine (Vasudevan et van Staden 2010), suberine
(Harvais 1980, Harvais et Hadley 1967), kutine (Lee et al. 2005, Yamazaki et Miyoshi 2006,

Vasudevan et van Staden 2010) a pripadne aj voskoch. OSetrenie semien etanolom sa prevadza

kéli zvySeniu zmacavosti (Michl 1988), o by sa dalo vysvetlit vyplavovanim voskovitych latok,
ktoré etanol mbze rozpustat. Nasledujuce oSetrenie chlérnanmy by mohlo napomdct degradacii
ligninu, suberinu ¢&i kutinu. Roztoky chlérnanov su silné oxida¢né ¢inidla s vysokym pH a ako také

sa pouzivaju na degradaciu ligninu (Baipai 1999, Pérez et al. 2002, Camarero et al. 2007).

Niektoré dalSie druhy orchidei v8ak nekliia ani po tomto oSetreni. U Casti z nich pomaha este

oSetrenie slabSim roztokom kyseliny sirovej (Malmgren 1996, Ponert et al. 2013 a dalsi), ktoré by

mohlo navodit degradaciu vrstiev osemeni, ktoré su stabilné pri vysokom pH, ale citlivé ku kyslému
prostrediu. Cast druhov orchidei ale v umelych podmienkach asymbiotickych kultar in vitro nekliéi
po ziadnom z vySSie uvedenych oSetreni.

U tychto druhov sa vSeobecne predpoklada, Zze ich osemenie naruSuju podne huby (Rasmussen

1995, Gryndler et al. 2004, Balaz 2011), nemozno vSak vylucit ani fakt, Ze v umelych podmienkach

pbésobia nejaké faktory navodzujace vnutornd dormanciu semien. Pre Glohu hdb v naru$ovani
dormancie hovoria vysledky niektorych §tudii, kedy niektoré druhy Klicili len v symbioticky
(Clements et al. 1986, Mashuara et Katsuya 1994, Perkins et al. 1995, McKendrick et al. 2002 a
dalsi). Na ulohu vokajSej dormancie zasa poukazuje fakt, ze niektoré druhy kli¢ia len pri vyseve
nezrelych semien (Michl 1988, Malmgren 1996, Arditti 2008, Sgarbi et Prete 2009, Malmgren et
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Nystrom 2013 a dalsi), ktoré eSte nemaju osemenie impregnované hydrofébnymi latkami.
Podla niektorych autorov orchidey nemaju fyzikalnu dormanciu, alebo sa vyskytuje vynimocne
u rodov ako Galeola, Vanilla ¢i Selenipedium (Baskin et Baskin 1998, Baskin et Baskin 2004) aj

ked ta je definovana ako nepriepustnost osemenia pre vodu (Baskin et Baskin 1998). Fyzikalna

dormancia sa ale vyskytuje aj u inych rodov ako Sobralia (Prutsch et al. 2000). Prace popisané

vySSie ale popisuju nutnost odstranenia osemenia skarifikaciou, bez ktorej sa voda nedostane
k embryu a semeno neméze vykliCit, jedna sa teda odstranovanie fyzikalnej dormancie, preto sa

pravdepodobne jedna o fyzikalnu dormanciu ako ju popisuju Baskin et Baskin (1998).

4.2 V/nutorna dormancia

Najnapadnejsi jav ktory poukazuje na vnutornu dormanciu semien orchidei, je asi poZiadavka

chladnej stratifikacie semien niektorych druhov (napr. Rasmussen 1992, Steele 1996, Jien 2008).

Su tym zname mnohé orchidey ako napr. Pseudorchis albida, Epipactis palustris ¢i Cypripedium
calceolus, ¢o su taxény miernych pasov, ktoré v prirode zrejme kli¢ia po prejdeni chladnej zimy

(Rasmussen 1992, Ponert et al. 2013). Vnutorna dormancia sa vSak mézZe vyskytovat aj

u ostatnych orchidei. Zrelé semena obsahuju ABA (Van Waes 1984, Lee et al. 2007), ktora inhibuje

kligenie (Hilhorst 1995). Dalej bylo zistené, Ze zle kligiaci Epipactis heleborine ma v semenéach

vyrazne vysSiu hladinu ABA nez dobre kliiace druhy (van der Kinderen 1987). Behom pdsobenia

chlérnanov na semena moze dochadzat k degradacii ABA (Lindén 1980, Steele 1996). Je teda

mozne, Ze beZne pouZivané oSetrenie semien chléornanmy spdsobi len narudenie vonkajsej
dormancie, ale aj vnutornej cez degradaciu ABA. Cytokininy (Van_Waes et Debergh 1986,
Rasmussen 1995, Steele 1996, Steward et Kane 2006, Pierce et Cerabolini 2011) a etylén

(Johansen et Rasmussen 1992, Nakamura et al. 1975) klicenie niektorych druhov naopak

stimuluju. Udaje o moznych signalnych drahach a ich interakciach vsak chybaju. Klienie semien
mbzu ovplyviovat eSte dalSie latky. Je dobre zname Ze mnohé orchidey kli¢ia in vitro len na
niektorych médiach. Niekedy mozno rozdielne u€inky média vyvsvetlit vysokou osmomolaritou

(Rasmussen 1995) alebo nevhodnym zloZenim (Rasmussen 1995). V inych pripadoch ale pévod

odliSného spravania nie je jasny.V tomto kontexte je zaujimavé zistenie ze kliCenie zrelych semien
Pseudorchis albida je silne inhibované nitratmi, ktoré uz vo velmi nizkych koncentraciach inhibuju

klicenie (Ponert et al. 2013). Zatial v8ak nie je jasné Ci sa v tomto pripade jedna o urCity typ

dormancie alebo nie.

Dormancia semien mykoheterotrofnych rastlin je malo preskimana, ak sa fiou nejaké prace venuju
popisuju len empiricky stanovené postupy, ktorych ciefom je dosiahnut kli¢enia orchidei. Prace
zaoberajuce sa fyziologickou €i anatomickou podstatou mechanizmov dormancie je malo, mnohé
poskytuju len dohady o moznych procesoch prebiehajucich potas oSetrenia semien, je preto nutny
dalSi vyskum.
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