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“Nie globálne otepľovanie, alebo turizmus, ale dusík je najvačší nepriateľ prirodzených 

ekosystémov, normálne padajú takto krychličky dusíku na nás z neba a ničia nám tu krásne hlavne 

oligotrofné miesta…..a to Ťa taká krychlička môže aj zabiť keď na Teba spadne!” 

 

       Nemenovaný slovenský botanik  
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Abstract 

 

Many orchid species are seriously endangered at present. Reasons for their disappearing from 

natural habitats remain often unclear. Orchids depend on mycorrhizal symbiosis in nature, however 

only little is known about this symbiosis. Seeds of some species do not germinate in vitro, making 

their cultivation for scientific and rescue purposes impossible. We found that seed germination of 

one of such reluctant species, Pseudorchis albida, is strongly inhibited by nitrates even at extremely 

low concentrations. As this species prefers oligotrophic mountain meadows, nitrate-induced 

inhibition probably take place in natural conditions. Surprisingly, we found similar but slightly 

weaker inhibitory effect also in typical mesophillic species and even in slightly eutrophic ones. The 

sensitivity to nitrates correlates with trophy level of studied species. This inhibitory effect of 

nitrates could be weakened by application of a range of growth regulators, including auxins, 

cytokinins and gibberellins, and also by mycorrhizal fungi. The action of nitratereductase is 

essential for this inhibitory effect of nitrates. Experiments with NO donors, scavengers, and NO 

quantification are pointing right at NO as compound which perhaps mediates nitrate inhibitory 

effect. Based on these results, the nitrate inhibitory effect on orchid seed germination seems to be 

a part of a complex regulatory network. 
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Abstrakt 

 

Mnoho orchidejí je v součastnosti silně ohrožených a důvody jejich úbytku z přirozených stanovišť 

v mnoha případech neznáme. Orchideje jsou v přírodě závislé na mykorizní symbióze, ale znalostí 

o tomto soužití je velice málo. Některé druhy navíc neklíčí v podmínkách in vitro, což znemožňuje 

jejich kultivaci jak pro vědecké, tak pro ochranářské účely. Zjistili jsme, že klíčení semen jednoho 

takového druhu, Pseudorchis albida, je silně inhibováno nitráty, a to dokonce při jejich extrémně 

nízkých koncentracích. Vzhledem k tomu že tento druh osidluje oligotrofní horské louky, 

pozorovaná inhibice by se mohla uplatňovat i v přírodě. Zajímavé je, že podobný i když slabší 

inhibiční efekt jsme pozorovali také u mezofilních druhů a dokonce i u mírně eutrofních. Citlivost 

k nitrátům přitom koreluje s úživností stanoviště studovaných duhů. Pozorovaný inhibiční efekt je 

možné oslabit aplikací auxinů, cytokininů i giberelinů, anebo také symbiotickými houbami. Pro 

inhibiční efekt nitrátů je nezbytná aktivita nitrátreduktázy. Experimenty s donory a zhášeči NO a s 

kvantifikací NO ukazují, že NO pravděpodobně zprostředkovává tento inhibiční efekt. Inhibiční 

efekt nitrátů na klíčení semen orchidejí se tedy zdá být součástí komplexní signalizační sítě. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Klíčová slova: oxid dusnatý, in vitro, asymbiotický, protokorm, PTIO, SNP, wolframan, semeno, 

klíčivost, dormance 
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Cíle práce 

 

Hlavním cílem projektu je zjistit možný fyziologický význam extrémní citlivosti některých 

orchidejí k dusičnanům. Pro splnění hlavního cíle byly stanoveny dílčí cíle: 

 

1. Zjistit, zda je extrémní citlivost k dusičnanům specifikem druhu Pseudorchis albida, nebo zda 

se uplatňuje i u jiných druhů orchidejí. 

2. Otestovat vliv NH4
+ na klíčení semen vybraných druhů orchidejí. 

3. Zjistit, zda může být reakce citlivých druhů na dusičnany ovlivněna působením fytohormonů. 

4. Pomocí analýzy obsahů endogenních sacharidů v mladých protokormech poodhalit možný 

účinek dusičnanů na růst protokormů bezprostředně po vyklíčení. 

5. Zjistit, zda je pro inhibiční efekt dusičnanů nutná aktivita nitrátreduktázy. 

6. Zjistit, zda se při dusičnany vyvolané inhibici klíčení uplatňuje NO.  

7. Zjistit, zda NO může ovlivňovat klíčení semen orchidejí.  

8. Zjistit, zda mohou inhibiční efekt dusičnanů oslabit mykorhizní houby.  
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Seznam použítých zkratek 

 

ABA -   kyselina abscisová 

acos -   funkce arkuskosinus 

AMK –  aminokyseliny 

ANOVA   analýza variancí 

asin –   arkus sinus 

atan –   arkus tangens 

ATP-   adezintrifosfát 

b –   nabobtnané embryo 

BAP -   benzylaminopurin 

bs –   nabobtnané semeno 

cos –   kosinus 

ds –   mrtvé semeno 

EtOH-   etanol 

GA3 -   kyselina giberelová (GA3) 

GOGAT-  glutamátsyntáza 

GS-   glutaminsynthetaáza 

HR-   hypersenzitivní reakce 

log-   logaritmická funkce 

N0 –   varianta média MON bez přidaného NO3
- v médiu 

N1 -   varianta média MON s 1 mg NO3
-/l v médiu 

N2 –   varianta média MON s 2 mg NO3
-/l v médiu 

N10-   varianta média MON s 10 mg NO3
-/l v médiu 

N50 –   varianta média MON s 50 mg NO3
-/l v médiu 

N100 -  varianta média MON se 100 mg NO3
-/l v médiu 

NAA -  kyselina naftyloctová 

NO -   oxid dusnatý 

NOS-  NO syntáza 

NiR-  nitritreduktáza 
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NR-  nitrátreduktáza 

ns –   nezralé semeno 

o -   osemení 

PCD--  programovaná buněčná smrt 

p -   protokorm 

PTIO -  2-Phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl 3-oxide 

cPTIO -  2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide potassium 

salt 

sin –   sinus 

sqrt -   druhá odmocnina 

s –   semeno  

SNP –   sodium nitroprusside 

SNAP -  S-Nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine 

tan –   tangens 
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1. Teoretický úvod 

1.1 Systematika orchidejí 

Čeleď vstavačovitých (Orchidaceae) je jedna z největších čeledí světa, s počtem druhů 

převyšujícím 25000 (WCSP 2016). Čeleď Orchidaceae se nachází na bázi řádu Asparagales a dělí 

se na 5 podčeledí: Apostasioideae, Cypripedioideae, Epidendroideae, Orchidoideae a Vanilloideae 

(Pridgeon et al. 1999). Pro tuto práci využívané evropské orchideje patří do podčeledi 

Orchidoideae, tribu Orchideae a podtribu Orchidinae (Chase et al. 2015; tab. 1, obr. 1). Rodový 

koncept byl převzat podle nejnovější práce zabývající se kompletní systematikou orchidejí (Chase 

et al. 2015). Druhový koncept byl převzat z databází The Plant List (2016); IPNI (2016) a WCSP 

(2016) s výjimkou vysoce komplikovaného rodu Ophrys, který klasifikuji podle (Delforge 2006). 

 

Obrázek 1: Druhy orchidejí používané v této práci a. Anacamptis laxiflora b. Anacamptis morio, c. Dactylorhiza majalis d. 

Gymnadenia conopsea e. Gymnadenia odoratissima f. Himantoglossum robertianum g. Nigritella rhelicanii h. Ophrys ficalhoana-

taxon ze stejné skupiny jako Ophrys neglecta (skupina Ophrys tenthredinifera). 
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Tab. 1 popisuje platná jména druhů použitých v této práci s nejčastěji používanými synonymy (synonyma dle: The Plant List 2016, 

platná jména podle Chase et al. 2015). 

Platné jméno Nejčastější synonyma 

Anacamptis morio (L.) R.M.Bateman, 

Pridgeon & M.W.Chase 

Orchis morio L. 

Anacamptis laxiflora (Lam.) R.M.Bateman, 

Pridgeon & M.W.Chase 

Orchis laxiflora Lam. 

Dactylorhiza majalis (Rchb.) P.F.Hunt & 

Summerh., Watsonia 6: 130 (1965). 

Orchis majalis Rchb. 

Himantoglossum robertianum (Loisel.) 

P.Delforge 

Barlia robertiana (Loisel.) Greuter 

Gymnadenia conopsea (L.) R.Br. in 

W.T.Aiton 

- 

Gymnadenia densiflora (Wahlenb.) A.Dietr. Gymnadenia conopsea subsp. densiflora 

(Wahlenb.) K.Richt. 

Gymnadenia odoratissima (L.) Rich. - 

Gymnadenia rhellicani (Teppner & 

E.Klein) Teppner & E.Klein 

Nigritella rhellicani Teppner & E.Klein 

Ophrys neglecta Parl. Ophrys tenthredinifera subsp. neglecta (Parl.) 

E.G.Camus, Bergon & A. Camus; Ophrys 

tenthredinifera Willd. 

Pseudorchis albida (L.) Á.Löve & D.Löve Gymnadenia albida (L.) Rich. 
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1.2 Dusík v rostlinách 

1.2.1 Funkce N v rostlinách 

Jedna z nejdůležitějších minerálních živin pro rostliny je dusík (N). V závislosti na věku 

rostliny, orgánu a stupni vývoje je obsah N v sušině 2-5 %. Je součástí mnoha základních látek 

v rostlině jako proteiny, chlorofyl nebo nukleové kyseliny (Marschner 1995, Gutiérrez 2012). 

Ovlivňuje rostlinu na mnohých úrovních, a to například celkovou stavbu rostliny, její sacharidový 

metabolizmus, fotosyntézu a celkově i metabolizmus uhlíku, transport látek (Paul et Stitt 1993, 

Makino et Osmond 1991, Peuke et al. 1998), obsah prvků v rostlině (Kohl et al. 1998), hormonální 

rovnováhu (např. cytokininy, ABA; von Wirén et al. 2000) nebo ontogenetický vývoj (McKenzie 

1998).  

Anorganické formy N mohou být v rostlinách nejen živinami, ale i působit jako signál 

(Domingos 2015, Scheible et al. 1997, Crawford 1995). V rostlinách například nitrát (NO3
-) 

ovlivňuje růst hlavního kořene (Marschner 1995, Brouwer 1962) i postranních kořenů (Stitt 1999) 

a mění poměr prýt:kořen, indukuje metabolizmus organických kyselin a inhibuje metabolizmus 

škrobu (Scheible et al. 1997). Spolupůsobí také v signálních drahách s fytohormony atp. (více 

kapitola 1.2.5.3). Dále také oxid dusný (NO) ovlivňuje téměř všechny fyziologické procesy od 

klíčení až po senescenci (Benson-Bard et al. 2008, He et al. 2004, Lamattina et al. 2003), například 

interakce s mikroorganizmy, reakce na abiotické stresy či otevírání průduchů (Mur et al. 2013). 

NO je přitom častá znečisťující látka v ovzduší (Liu et al. 2013).  

 

1.2.2 Příjem N rostlinou 

Až 98 % N se v půdě vyskytuje v organické formě, přímo nedostupné pro některé rostliny. 

Rostliny přijímají nejvíce anorganické formy, které vznikají jen velmi málo, a proto je nutná jejich 

konverze z organických forem - mineralizace (Engels et Marschner 1995). Nezáleží jenom na 

množství a dostupnosti v substrátu, ale také na preferenci konkrétního druhu jaká forma N bude 

přijata (von Wirén et al. 2000, Falkengren-Grerup 1994, Falkengren-Grerup et Lakkenborg-

Kristensen 1994). Nejčastěji je N přijímaný v anorganické formě jako NO3
- a amonný iont (NH4

+; 

Engels et Marschner 1995).  

V provzdušněných půdách a při vyšším pH převažuje příjem NO3
- a v půdách s nižším pH 
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jako například v lese nebo arktických podmínkách převažuje příjem NH4
+ nebo dokonce AMK 

(aminokyseliny; Maathuis 2009). NH4
+ je spíše přímán i v anaerobních podmínkách zatopených 

oblastí, kde nitrifikace je inhibována (Liu et al. 2015). Pokud NO3
- není přijatý rostlinami či 

mikroorganismy, tak se často a rychle vyplavuje. Jen zřídka vytváří povrchový komplex s půdními 

minerály a většina půdních typů absorbuje spíše kationty než anionty (Kiminis 1997). Koncentrace 

NO3
- v půdním roztoku varíruje v závislosti na půdním typu, aktivitě mikrobů atp. (Miller et al. 

2007), a může být v řádu stovek µM nebo u hnojených půd i 20-70 mM (Reisenauer 1966). 

Vzhledem k tomu, že koncentrace takto kolísá, tak rostliny musí mít vyvinutý způsob regulace 

příjmu NO3
-. NO3

- mění stavbu kořene, ovlivňuje svůj příjem a transport, a to vše přes komplexní 

signalizační dráhy, které jsou spouštěny při dostatku nebo absenci NO3
- (Ruffel et al. 2011, Miller 

et al. 2007).  

Druhá nejvíce přijímaná forma N je NH4
+. I když v provzdušněné půdě bývá jen málokdy 

v koncentraci vyšší než 50µM, u mnoha rostlin je intenzivně příjmán (Marschner 1995, Lea et 

Morot-Gaudry 2001).  

Jak bylo napsáno výše v textu, N může být přijímaný i v organických formách, hlavně jako 

AMK (Ghosh et Burris 1950; Virtanen et Linkola 1946; Brigham 1917), kterých je v půdě dostatek 

(Näsholm 2009). Příjem organických forem N může být pro rostlinu důležitější, než se dlouho 

myslelo (Jones et al. 2005), přestože pozornost se věnuje hlavně anorganickým formám, kterými 

se (spolu s organickou močovinou) hnojí. Organické sloučeniny jako např. močovina a AMK mají 

větší význam při snížené dostupnosti minerálních forem (při nízké rychlosti mineralizace) a při 

nižším pH (von Wirén et al. 1997, Kielland 1994).  

Příjem AMK jako zdroje N byl popsán jak u arktických rostlin (Henry et Jefferies 2002  

,Kielland 1994, Schimel et Chapin 1994), alpinských a subalpinských Cyperaaceae (Raab et al. 

1999, Lipson et Monson 1998), a pak také u boreálních druhů (Näsholm et al. 1998), temperátních 

(Finzi et Berthrong 2005, Falkengren-Grerup et al. 2000), mediteránních (Rains et Bledsoe 2007, 

Hawkins et al. 2005), ale také u africké rostliny Chamaegigas interpidus rostoucí na substrátech 

deficientních na živiny (Schiller et al. 1998). V současnosti je ale známo více rostlin schopných 

přijmout a využít AMK (Näsholm et al. 2009), a to dokonce včetně polních plodin (Okamoto et al. 

2003; Näsholm et al. 2000, 2001; Yamagata et Ae 1996).  

Příjem N probíhá většinou z půdního roztoku, odkud je příjímán plasmatickou membránou 

(PM) epidermálních a kortikálních buněk v kořenech a ve výjimečných případech i v listech, nebo 

http://jxb.oxfordjournals.org/content/62/4/1349.full#ref-63
http://jxb.oxfordjournals.org/content/62/4/1349.full#ref-63
http://jxb.oxfordjournals.org/content/62/4/1349.full#ref-63
http://jxb.oxfordjournals.org/content/62/4/1349.full#ref-63


17 

 

může být transportován apoplastem až po endodermis (Lea et Morot-Gaudry 2001, Masclaux-

Daubresse 2010, Forde 2000, Peuke et al. 1998 , Fernandes et Rossiello 1995) a jeho rychlost se v 

různých částech kořene liší v závislosti na jeho stáří a stavbě (Colmer et Bloom 1998, Gao et al. 

1998). Nejintenzivněji je absorbován v oblasti za kořenovou špičkou a směrem k bázi postupně 

klesá v závislosti na stavbě kořene (Colmer et Bloom 1998).  

Jen část absorbovaného NO3
- kořeny je v nich i asimilována, ale většina, a to hlavně při 

dostatku NO3
- , je u většiny druhů transportována xylémem do prýtu a asimilována tam (Andrews 

1986). Jestliže je NO3
- v dostatku, může být transportován do vakuoly (Forde 1999). Remobilizace 

NO3
- ze starších listů do mladších, probíhá i floémem (Fan et al. 2012) a popsán je také přechod 

NO3
- mezi xylémem a floémem (Hsu et Tsay 2013). 

Z výše popsaných forem N, které jsou patrně jeho hlavními přijímanými formami, 

v rostlině může vznikat řada dalších, především NO2
- a NO.  

 

1.2.2.1 Transportéry N 

Protože se tato práce zaměřuje na NO3
-, budu se dále zaobírat jen transportéry 

anorganických forem N.  

1.2.2.1.1 Transportéry NO3
- 

Pro příjem NO3
- je nezbytný aktivní transport, a to i v případě, že je přítomen ve vysokých 

koncentracích. Existuje důkaz, že transmembránový příjem NO3
- probíhá pomocí H+ symportu 

(Walker 1995, Glass et al. 1992).  

Kořeny rostlin mohou mít více systémů příjmu NO3
- do kořenů, existují jak vysokoafinitní, 

tak nízkoafinitní, přičemž nejdůležitější, a v literatuře nejvíc popisovány, jsou dva s vysokou 

afinitou a jeden s nízkou afinitou. První z vysokoafinitních systémů známý jako iHATS (inducible 

high-affinity transport system) je silně indukován externím NO3
-. Druhý vysokoafinitný systém 

nazývaný cHATS je konstitutivně exprimován (Aslam et al. 1992). cHATS mají vyšší afinitu pro 

NH4
+ než iHATS, které mají ale při určitých koncentracích větší kapacitu pro příjem NO3

- (Forde 

1999). Nízkoafinitní (LATS) transportéry, které jsou nejspíše konstitutivně exprimovány, jsou 

nejdůležitější, když je externí koncentrace NO3
- vyšší než 1mM. 

Fyziologická data naznačují, že regulace jednotlivých komponent příjmu NO3
- je ale 

komplexnejší (více v Forde 2000).  
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Na základě molekulárních studií transportérů NO3
- v rostlinách se zjistilo, že existují až 4 

genové rodiny kódující NO3
- transportéry u Arabidopsis thaliana, a to NRT1/PTR, NRT2, CLC a 

SLAC/SLAH. Celkem je v těchto 4 skupinách 73 genů a z nich 24 kóduje NO3
- transportéry (Liu 

et al. 2015, Krapp et al. 2014). 

První skupina NRT1/PTR, která by se dle návrhu Léran et al. (2014) měla označovat jako 

NPF, zahrnuje první identifikovaný transportér NO3
- (NPF 6,3; Tsay et al. 1993), který je součástí 

signální dráhy spouštějící růst kořene do NO3
- bohatých míst (Remans et al. 2006). U Arabidopsis 

thaliana 16 z 53 proteinů z této skupiny se podílí na transportu NO3
-  (Krapp et al. 2014). Členové 

této rodiny transportují kromě NO3
-  také AMK, peptidy, glukosinoláty, auxiny a ABA (Boursiac 

2013, Nour Eldin et al. 2012, Kanno et al. 2012, Krouk et al. 2010, Jeong et al. 2004, Zhou et al. 

1998). Transportéry z této rodiny jsou nízkoafinitní pro NO3
- kromě NPF 6.3 (Krapp 2014).  

Všechny transportéry ze skupiny NRT2 se zdají být u rostlin vysoce afinitní a transportující 

jen NO3
- (Krapp et al. 2014). I když je zde možnost, že tak jako u bakterií a kvasinek (Machin et 

al. 2004, Fernandez et Galvan 2007), i u vyšších rostlin transportují také NO2
- (Sugiura et al. 2007, 

Pike et al. 2004). Tak jako NPF, NRT2 rodina jsou H+ symportéry. 

Třetí skupinou je rodina CLC (chloride channels). Dlouho panovala myšlenka, že 

transportují jen chloridy, ale De Angeli et al. (2006) ukázali studiem mutantů A. thaliana, že CLCa 

protein může být H+ antiporter s 2 molekulami NO3
-. CLCa je důležitý při akumulaci NO3

- ve 

vakuole a podobnou roli jako CLCa může mít i CLCb (von der Fecht-Bartenbach et al. 2010). Role 

dalších 5 genů z této rodiny v rostlinách není známa (Barbier-Brygo et al. 2011). 

Poslední, čtvrtou skupinou jsou geny z rodiny SLAC/SLAH (slow anion channel). Tyto 

proteiny jsou zapojeny v aniontových tocích zavírání průduchů (Negi et al. 2008, Vahisalu et al. 

2008). 

Výše popsaná data se vztahují k Arabidopsis thaliana, i když k podobným zjištěním se 

dospělo i zkoumáním jiných rostlin jako např. ječmen (Hordeum; Trueman et al. 1996; Vidmar et 

al. 2000), tabák (Nicotiana plumbaginifolia; Quesada et al., 1997; Krapp et al. 1998), sója (Glycine 

max, Amarasinghe et al. 1998), Medicago trunculata; Yendrek et al. 2010, Morere-Le Pawen et al. 

2011) a rýže (Oryza sativa; Lin et al. 2000). 

 

1.2.2.1.2 Transportéry NH4
+ 

NH4
+ je přijímán rychleji než NO3

- za potřeby méně energie (Bloom et al. 1992) a není 
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z kořene dál transportován dálkovým transportem. Nalezeny byly alespoň dva kineticky odlišné 

komponenty příjmu NH4
+, nízkoafinitní saturovatelný (LATS) a vysokoafinitní nesaturovatelný 

(HATS; Ullrich et al. 1984).  

HATS jsou regulovány obsahem N v rostlině, při jeho úbytku se zvyšuje aktivita HATS, 

ale zvýšená koncentrace NH4
+ vede k potlačení aktivity HATS (Wang et al. 1993). Aktivita LATS 

vzrůstá lineárně se zvýšením koncentrace NH4
+. Příjem NH4

+ z půdního roztoku je poháněn NH4
+ 

transportéry, které byly identifikovány a částečně charakterizovány u různých rostlinných druhů 

(Sonoda 2003). První izolovaný rostlinný transportér NH4
+ byl AtAMT1 izolovaný z Arabidopsis 

thaliana (Ninnemann 1994). Poději, byly v huseníčku nalezeny další příbuzné transportéry (Yuan 

et al. 2009, von Wirén et al. 2000, Gazzarrini 1999) a byly identifikovány také v dalších druzích 

rostlin, jako jsou rýže (Oryza sativa; von Wirén et al. 1997, Suenaga et al. 2003), rajče (Solanum 

lycopersicum; Becker et al. 2002, von Wirén et al. 2000b, Lauter 1996), řepka (Brassica napus; 

Pearson et al. 2002), štírovník (Lotus japonicus; Simon-Rosin et al. 2003, Salvemini et al. 2001) či 

sója (Glycine max; Kobae et al. 2010).  

 

1.2.3 Asimilace dusíku v rostlině 

Po příjmu NO3
- je nutná jeho redukce. Redukce NO3

- probíhá v rostlině v závislosti na věku, 

druhu a aktuálních podmínkách v nadzemní či podzemní části. U některých rostlin je 

upřednostňována redukce v nadzemní (např. vytrvalé rostliny mírného pásma) někde podzemní 

části (např. rostliny tropické a subtropické oblasti; Bush 1999, Jiang et Hull 1999). Pokud je ale 

dostupnost NO3
- nízká, většina je zpracovaná v kořenech a xylémem transportovaná ve formě 

redukovaných sloučenin N, především AMK (Marschner 1995, Bush 1999, Lea et Ireland 1999).  

Redukce NO3
- začíná přeměnou na NO2- pomocí enzymu nitrátreduktázy (NR). Redukce 

NO3
- na nitrit (NO2

-) v rostlině probíhá v cytoplazmě, nezávisle na tom, zda k ní dochází 

v kořenech nebo v prýtu (Meyer et Stitt 2001). NR funguje jako cytoplazmatický homodimer a 

každá podjednotka obsahuje 3 prostetické skupiny: flavinadenindinukleotid, Fe-hem a 

molybdenový kofaktor (Campbell 1999, Meyer et Stitt 2001). NR je regulovaná na transkripční i 

posttranslační úrovni, patrně především 14-3-3 proteinem a fotosyntézou (Lambeck 2012, Heidari 

2011, Lillo 2008).  

Vzniklý NO2
- je přemístěn do plastidů a následně redukován na NH4

+. Reakce je 
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katalyzovaná enzymem nitritreduktázou (NiR). NiR je monomerický polypeptid obsahující 

sirohemovou prostetickou skupinu (Marschner 1995). Gen NIR1 pro NiR je pozitivně regulován 

např. světlem, sacharidama, glutaminem ale i transkripční faktor HY5 (Huang et al. 2015). Celá 

přeměna NO3
- na NH4

+ je energeticky velice náročná a vyžaduje 15 molekul ATP na molekulu 

NO3
- (Salsac et al. 1987). 

Vzniklý NH4
+ je detoxifikován (asimilován) do AMK cestou GS/GOGAT, a to tak, že je za 

katalýzy enzymem glutaminsyntetázou (GS) navázán na glutamát za vzniku glutaminu, přičemž 

většina je asimilována v cytoplasmě a plastidech (Andrews et al. 2013). Glutamin potom slouží 

jako zdroj aminoskupiny pro syntézu nové molekuly glutamátu z 2-oxoglutarátu transaminační 

reakcí.  

Přenos aminoskupiny je katalyzován glutamátsyntázou (GOGAT), také známou jako 

glutamin:2-oxoglutarát aminotransferáza (Lea et Miffin 2011, Cren et Hirel 1999, Ireland et Lea 

1999). GS je v rostlině ve dvou izoformách, a to cytoplazmatická GS1 vyskytující se v cytoplazmě 

buněk kořene (NH4
+ z redukce nitrátu v kořenech) floému a listů a GS2 vyskytující se v plastidech 

buněk kořene a jiných nefotosyntyetizujících pletiv, ale také v chloroplastech (Andrews et al. 2013, 

Cren et Hirel 1999). Primárním produktem asimilace N v rostlině jsou tedy AMK (Bush 1999).  

 

1.2.3.1 Syntéza NO v rostlině 

NO (oxid dusnatý) je v rostlinách syntetizován několika různými cestami, a to buď 

enzymaticky nebo neenzymaticky. V literatuře jsou popisovány hlavně dvě enzymatické cesty, a 

to syntéza NO v rostlině pomocí NR a pomocí enzymu NO syntetázy (NOS).  

Cesta vedoucí přes NOS je popsána u savců, ale v rostlinách nebyla identifikována.  

NR primárně přeměňuje NO3
- na NO2

-, ale v NAD(P)H dependentní reakci může nitrit 

konvertovat také na NO (Dean et Harper 1988, Bright et al 2006, Crawford 2006). Kromě NR je v 

rostlinách NO produkován oxidací L-argininu na L-citrulín (Asai 2008), cestou, kterou u savců 

zajišťuje NOS. Který enzym je za tuto reakci odpovědný u rostlin bylo douhou dobu předmětem 

intenzivních výzkumů. Existence takového enzymu byla na základ biochemických experimentů 

pozorována u řady rostlin (Leshem 1996, Ninnemann et Maier 1996, Cueto et al. 1996), ale 

identifikace genů, které ho kódují, se dlouho nedařila. Rostliny totiž nemají geny, které by 

vykazovaly sekvenční podobnost se savčími NOS (Guo et al. 2003). Teprve v roce 2003 byl 

objeven NOS v Arabidopsis thaliana (ATNOS1; Guo et al. 2003), který tuto reakci vykonává, ale 
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jeho sekvence nebyla podobná žádnému jinému proteinu se známou funkcí (Guo et al. 2003).  

Kromě NR a NOS je ale více různých cest vzniku NO v rostlině (Yu et al. 2014, Gupta et 

al. 2011; Mur et al. 2013). Rozdělit by se daly na oxidační a redukční. Mezi oxidační patří jeho 

produkce z L-argininu, polyaminu a hydroxylaminu, a redukční s nitritem jako substrátem, a to již 

zmiňovaná NR, nebo na PM umístněný enzym nitrit:NO oxidoreduktáza, která může být dalším 

zdrojem NO v rostlině (Stohr et Stremlau 2006), stejně jako redukce NO2
- v mitochondriích. Další 

enzymatický způsob je například enzymem xanthinoxidoreduktázou, která redukuje NO2
- za 

vzniku NO a je přítomna v peroxizomech (Godber et al. 2000). Reakce však funguje jen v 

anaerobních podmínkách (del Rio et al. 2004). NO může ale vznikat i neenzymaticky, redukcí 

apoplastického NO2
- (Bethke et al. 2004) nebo světlem poháněnou konverzí karotenoidy z NO2

- 

(Neil et al. 2003, Cooney et al. 1994). Spermin a spermidin také indukovaly uvolňovaní NO, ale 

mechanizmus zůstává nejasný (Yu et al. 2014).  

 

 

1.2.4 Signalizační funkce N v rostlinách 

Jak již bylo zmíněno v kapitole 1.2.1, signalizace různých forem N je pro rostliny zcela 

zásadní. Signální úlohu mají NO3
-, NO (Domingos et al. 2015, Crawford 1995) a možná také NO2

- 

(Wang et al. 2007). Výzkum signalizace jednotlivých forem N v rostlinách je obtížným problémem. 

Například NO2
- je v rostlinách přítomný ve velice nízkých koncentracích (Marschner 1996). Přitom 

je také zdrojem signálu odlišného od signalizace NO3
- či NH4

+ (Wang et al. 2007). V takovém 

případě je prakticky jedinou možností experimentální práce příprava transgenních rostlin s 

upravenou aktivitou vybraných enzymů. V některých situacích lze využít i citlivých detekčních 

metod, aplikace specifických inhibitorů či dodání látek, které danou formu N zháší či naopak 

produkují.  

 

1.2.4.1 Signalizace NO3
- 

V literatuře je uváděno, že NO3
- působí jako signální molekula, která nezávisle na svojí 

asimilaci řídí metabolizmus a vývoj rostliny jako např. indukci metabolizmu organických kyselin 

a potlačování metabolizmu škrobu u tabáku (Crawford et Glass 1998, Scheible et al. 1997). Spouští 

také geny spojeny s NiR, NR, nitrátovými transportéry, ferredoxin reduktázou, enzymy 
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pentózofosfátového cyklu ale také gen kódující enzymy v glykolýze a metabolizmu trehalóza-

6fosfátu či metabolizmu a transportu železa a příjmu a redukci sulfátů (Wang et al. 2003). Bylo 

také pozorováno, že může narušovat dormanci semen (Hilhorst et Karrsen 1998, Derx et Karssen 

1993, Alboresi et al. 2005), měnit růst kořene (Remans et al. 2006) i bočních kořenů (Stitt 1999) a 

zvyšovat poměr prýt:kořen (Scheible et al. 1997). Prodlužování bočních kořenů je stimulováno 

lokálním zdrojem NO3
- a pravděpodobně NRT2.1 je senzorem tohoto signálu (Little et al. 2005). 

Nitrát je schopný regulovat velmi rychle expresi mnoha genů (shrnuto v Krapp et al 2014), včetně 

například genů přímo nebo nepřímo ovlivňujících redukci nitritu a genů kódujících NR, transportér 

NRT1 a GS (Wang et al. 2000). 

Bylo zjištěno, že gen ANR1 je klíčový regulátor odpovědi rostliny na lokalizovaný zdroj 

NO3
- (Zhang et Forde 1998). Po inaktivaci tohoto genu prodlužování bočních kořenu nereagovalo 

na zdroj NO3
- (Forde et Walch-Liu 2009).  

Studium efektu NO3
- je ale prakticky nemožné oddělit od efektu NO, který vyvolává 

podobné reakce rostlin (viz následující kapitolu 1.2.4.2). Někteří autoři se proto domnívají, že 

veškeré pozorované reakce rostlin na NO3
- mohou být zprostředkovány skrze signalizaci NO 

(Andrews 2013).  

1.2.4.2 Signalizace NO2
- 

Bylo popsáno, že nitrit indukuje klíčení u více rostlinných druhu (Hendricks et Taylorson 

1974, Cohn et al. 1983). V té době se ale neuvažovalo o roli NO jako signální molekuly a proto je 

možné že tato indukce může být také zpusobena NO, který z nitritu může vznikat (Wang et al. 

2007). Wang et al. (2007) naproti tomu zjistili že právě NO2 indukuje genovou expresi mnoha 

genů způsobujících asimilaci NH4
+ a NO3

- ale i C a N metabolizmus a navrhují, že nitrit by mohl 

být lepší signální molekulou než nitrát. Zdá se tedy, že i samotné NO2
- je zdrojem signálu, nicméně 

tato problematika vyžaduje další studium.  

 

1.2.4.3 Signalizace NO 

Toxický plyn NO je v nízkých koncentracích jedna z nejdůležitějších signálních molekul 

živých organizmů (Mur et al. 2013, Delledonne 2005, Lamattina et al. 2003, Schmidt et Walter 

1994), která v rostlinách ovlivňuje víceré fyziologické procesy (Lamattina et al. 2003, Benson-

Bard et al. 2008, He et al. 2004) jako interakce s mikroorganizmy či otvíraní průduchů (Mur et al. 
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2013). Do pozornosti se dostal například díky tomu, že reguluje interakce rostliny s patogenem 

(Mur et al. 2013, Delledonne et al. 1998, Durner et al. 1998). Následující kapitola shrnuje nejvíc 

zkoumané oblasti signalizace NO, a to hlavně ty, které jsou důležitými zjištěními pro tuto práci. 

 

1.2.4.3.1 Úloha NO při klíčení a dalším růstu a vývoji 

NO má vliv na rostlinu od klíčení po senescenci. Zajímavé například je, že by se mohl 

podílet na procesech zprostředkovaných světlem. Do této kategorie spadá i pro tuto práci důležité 

klíčení semen (Beligni et Lamattina 2000), které může být urychleno NO skrze potlačení syntézy 

etylénu (Lindermayr 2005). Pomocí tohoto zjištění můžeme částečně vysvětlit klíčení dormantních 

semen indukovaných dýmem. Dým totiž obsahuje NO2, který je produktem oxidace NO (Keeley 

et Fotheringham 1997) a indukční efekt dýmu mohl být způsoben právě NO. Že se mohlo jednat o 

NO, mohou svědčit i práce využívající donory NO. Podobně jako Beligni et Lamattina (2000), 

pozorovali po aplikaci SNP (sodium nitroprusside) - donoru NO stimulaci klíčení semen, tak i Giba 

et al. (1994) pozorovali po přidání donoru zvýšení klíčivosti semen jak u Paulownia tomentosa, 

tak i u Stellaria media (Giba et al. 1992). U Paulownia tomentosa se i po aplikaci nitrátu (KNO3, 

10 mM) snížila potřeba ozáření semen červeným světlem (Grubišić et Konjević 1990), a tak se zdá, 

že NO je zapojený ve fytochromem kontrolovaném klíčení semen (Giba et al. 1998). Nitrit zde 

podporoval klíčení za nízkého pH, kdy z něho vzniká NO (Giba et al. 1998). Přidání SNP 

(koncentrace 0.1-800 µM) indukovalo také klíčivost Lupinus luteus (Kopyra et Gwóźdź 2003) a 

potlačovalo inhibiční efekt těžkých kovů a salinity na růst kořenů. Roli NO na prolamování 

dormance a klíčení semen se zabývali detailně i v práci Giba et al. (2006). Výše popsané informace 

můžou být přesto rozporuplné, protože podle Giba et al. (1994) neexistuje důkaz, že by NO byl 

fyziologicky aktivní v procesech spojených s klíčením semen, a navrhují i další možné vysvětlení 

- a to, že SNP, které se spolu se SNAP nejčastěji používá při výzkumu NO, má schopnost přijímat 

elektrony (Bates et al. 1991). Na druhou stranu Bethke et al. (2005) používali také čistý plynný NO 

a potvrdili indukční efekt NO na klíčení semen Arabidopsis thaliana. K produkci NO v rostlině 

v této práci použili SNP, nitrit ale i přidání kyanidu, vše s dobrými výsledky. Lze proto usoudit že 

NO je opravdu potřebné pro zrušení dormance (Bethke et al. 2005). Behke et al. (2005) dále uvažují 

o propojení ABA a etylénu s NO (Bethke et al 2004). To potvrzuje i práce Gniazdowska et al. 

(2007), která inhibitorem etylénu zvrátila indukční efekt NO u Malus. Navrhují také, že NO 

indukuje klíčení stimulací syntézy etylénu a věnují se tomu i v další práci (Gniazdowska et al. 
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2007). Zdá se, že existuje propojení etylénu s NO ale také s ABA při regulaci dormance a klíčení 

(Arc et al. 2013). 

I po vyklíčení, je ještě etiolovaný semenáč také ovlivněn NO, který, jak se zdá, navozuje 

de-etiolizaci a pak také ovlivňuje prodlužování hypokotylu a internodií (Beligni et Lammatina 

2000). Už dlouho je známo, že NO má také vliv na další růst rostlin. U rostlin rajčat byl například 

pozorován inhibiční (40-80 pphm), ale i stimulační efekt NO (0-20 pphm), přičemž bylo 

pozorováno, že odrůda, která byla NO nejvíc stimulována je odrůda často pěstována ve sklenících, 

které bývají NO kontaminovány (Anderson et Mansfield 1979). Podobné pokusy byly provedeny 

i na salátu (Hufton et al. 1996), ale i s hrachem, kde nízké koncentrace NO zvyšovaly růst listu a 

naopak vysoké koncentrace růst inhibovaly (Leshem et al. 1996). Nejenom nadzemní, ale i 

podzemní části rostliny může ovlivnit NO, který se pravděpodobně uplatňuje také v kontrole růstu 

kořene kukuřice (Zea mays). V tomto případě byla nalezena NOS v částech pletiva, které se právě 

dělí (Ribeiro et al. 1999, Gouvea et al. 1997). I pozdější studie zkoumající mutanty huseníčku (A. 

thaliana) zjistily, že zvýšení koncentrace NO snížilo auxinový transport, čím byl ovlivněn růst 

kořene (Fernandez-Marcos et al. 2011). 

NO také ovlivňuje pohlavní rozmnožování. Ovlivňuje regulaci prorůstání pylové láčky 

(Prado et al. 2004), přičemž pyl samotný uvolňuje NO (Bright et al. 2009), nebo se také může 

uplatňovat např. v pylové inkompatibilitě (Wilkins et al. 2011). Bylo také pozorováno, že NO 

opozdil kvetení u Arabidopsis thaliana (He et al. 2004, Kwon et al. 2012) a nepřekvapí ani, že NO 

pravděpodobně zpomaluje i senescenci (Neill et al. 2003) a může nepřímo ovlivnit zrání semen 

(Beligni et Lammatina 2000) či plodů (Leshem et Wills 1998, Leshem et al. 1998). 

 

1.2.4.3.2 Úloha NO v interakci rostlin s jinými organismy 

NO je pro rostlinu velice důležitý také v interakcích s mikroorganismy, a to jak s 

patogenními, tak symbiotickými. Interakce NO s jinými organismy jsou v recentní době intenzivně 

studovány. U Fabaceae je např. nutný k optimálnímu navázání symbiózy mezi Medicago 

trunculata a Sinorhizobium meliloti. V dospělých nodulech vede zvýšení endogenního NO k 

poklesu fixace N a dřívější senescenci nodulů (Cam et al. 2012). Naopak snížení obsahu NO vede 

ke zpoždění jejich senescence (Cam et al. 2012). NO je zapojený v utváření symbiózy a pohánění 

fixace N spojováním redoxních sensorů a hemových skupin jako leg-hemoglobin a FixL (Mathieu 

1998). Řešená je i otázka, kde v symbiotickém vztahu NO vzniká. Bakteriální flavohemoglobin 
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druhu S. melilotii ovlivňuje úroveň NO v nodulech a tato bakterie má dva způsoby, které kontrolují 

obsah NO a které jsou nezbytné k udržení efektivní fixace N2 (Meilhoc et al. 2013). NO může ale 

vznikat v nodulu nejen v bakteriích ale i v rostlinné cytoplazmě (Sánchez et al. 2010, Horchani et 

al. 2011).  

Co se týče interakcí s patogeny, NO se dostal do pozornosti i proto že se uplatňuje také v 

rezistenci rostliny k patogenům (Mur et al. 2006). Infekce tabáku virem tabákové mosaiky vedla k 

zvýšené aktivitě NOS (Durner et al. 1998). Podobné zvýšení aktivity NOS u tabáku bylo 

pozorováno i při infekcii Ralstonia solanacearum (Huang et Knopp 1998). Rychlá akumulace NO 

byla pozorována také u sóji a Arabidopsis thaliana, a to jak v reakci na houbového tak i v reakci 

na bakteriální patogen (Delledonne 1998). NO také indukoval akumulaci fytoalexinu rishitinu u 

hlíz bramboru (Noritake 1996). Tato indukce byla inhibována zhášečem cPTIO anebo radikálovým 

vychytávačem Tiron, což naznačuje, že NO indukuje aktivitu fytoalexinu (Noritake 1996).  

NO může i zvýšit obsah chlorofylu v listech hrachu (Leshem et al. 1997) a po infekci 

bramboru Phytophtora infestans zpomaluje jeho ztrátu (Lazalt et al. 1997). Tato schopnost 

zadržování chlorofylu může být spojena s tím, že NO zvyšuje dostupnost železa (Graziano et al. 

2002). 

 

1.2.4.3.3 NO při stresu 

NO může být také zapojený do indukce hypersensitivní reakce (HR). např. u A. thaliana, 

kde suspenze buněk po napadení bakterií vytvářela víc NO, který pak indukoval PCD nezávisle na 

ROS (Clarke 2000). Předchozí výsledky však popisují funkci NO v HR jak nezávisle, tak společně 

s ROS (Yun et al. 2011, Delledonne 1998, Durner et al. 1998). Další výsledky naznačují, že je 

nutný určitý poměr mezi produkcí ROS a NO, aby došlo k HR (Delledone et al. 2001), nebo k HR 

může vést působení NO s H2O2 (de Pinto et al. 2002). de Pinto et al. (2002) ale narozdíl od Clarke 

(2000) nezjistili samotný indukční efekt na PCD, což vysvětlují rozdílným použitým rostlinným 

materiálem. de Pinto et al. (2002) dále popisují navyšování hladiny antioxidantů pomocí NO, což 

souhlasí i se staršími zjištěními (Beligni et Lamattina 1999).  

I PCD, která nastává po mechanickém poškození, může být navozena NO. Centrifugace 

navodila navýšení NO, které předcházelo DNA fragmentaci následné buněčné smrti apoptózou 

(Pedroso et al. 2000). 

NO dále funguje i jako signální molekula při abiotickém stresu jako je například nedostatek 
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vody či zasolení ale i v chladovém a stresem vysokou teplotou (Neill 2002, Neil et al. 2007, Cantrell 

et al. 2011, Yu et al. 2013). Zvýšené hladiny NO naměřili u hrachu Leshem et Haramaty (1996) 

při vadnutí, naproti tomu přesný opak naměřili Magalhaes et al. (2000) u A. thaliana. NO může 

vést i ke zlepšení rezistence ke stresu, např. zvýšit resistenci rostlin k chladu (Lamattina et al. 2001) 

 

1.2.4.3.4 Interakce NO s fytohormony a účast v signálních drahách  

NO interaguje s fytohormony. Může indukovat tvorbu kyseliny salycilové (Durner et al., 

1998) a jeho syntéza může být indukována například cytokininy (Tun et al. 2001). NO může také 

napodobovat efekt cytokininu (betalainová akumulace, Scherer et Holk 2000). Později bylo také 

dokumentováno, že NO zprostředkovává auxinovou odpověď vyvolávající větvení laterálních 

kořenů u okurky (Pagnussat et al. 2002) a pozastavuje vývoj hlavního kořene a podporuje růst 

bočních kořenů u rajčete (Correa-Aragunde et al. 2004) a A. thaliana (Méndez-Bravo et al. 2010). 

Nejvíc byla ale zkoumána spojitost NO s ABA a etylénem. NO je například signální komponentou 

v ABA indukovaném zavírání průduchů (Neill et al. 2002, Garcia-Mata et Lamattina 2002, Desikan 

et al. 2002). Zdá se, že ABA indukovaná produkce H2O2 pohání tvorbu NO, který indukuje zavírání 

průduchů (Bright et al. 2005). Je dále pravděpodobné, že NO indukuje zavírání průduchů skrze 

aktivaci MAPK (mitogen-activated protein kinase) signální kaskády (Zhang et al. 2007, Bright et 

al. 2006).  

Více prací se zaobírá také vztahem NO a etylénu. Po zvýšení koncentrace NO aplikacií 

SNAP za stresových podmínek se snížila syntéza etylénu u hrášku (Leshem et Haramaty 1996), ale 

Magalhaes et al. (2000) pozoroval opačný efekt u Arabidopsis, což mohlo být způsobeno tím že 

v každé práci byl použit jiný donor v jiné koncentraci, nebo také různou reakcí daného druhu. Je 

déle známo, že etylén navozuje zrání plodů, v poslední době se ale zdá, že právě NO může 

inhibovat syntézu etylénu, a zpomalit tak zrání a senescenci plodů (Leshem et Wills 1998, Leshem 

et al. 1998) nebo zrání semen (Beligni et Lammatina 2000). 

Dodáním donorů NO k rostlinám nebo bunečné suspenzi tabáku se spustila exprese 

obranných genů kódujících pathogenesis-related (PR)-1 protein a fenylalaninamoniaklyázu (PAL; 

Durner et al. 1998). Tyto geny byly také indukovány cGMP a cyklickou ADP ribosou (Cadpr; 

Durner et al. 1998). Ošetření NO spustilo dočasný nárůst cGMP podobný tomu, který je popsán po 

indukci NO při uvolnění hladkých svalů u zvířat (Durner et al. 1998, Stamler 1994). Navíc aktivace 

exprese PAL genu NO byla potlačena guanylátcyklázovými inhibitory (Durner et al. 1998). Je 
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možné, že cGMP se také účastní v indukci transkripce PAL a chalkonsyntázy v NO ošetřené 

suspenzi buněk sóji (Bowler et al. 1994, Delledonne 1998). 

Zdá se, tato signální molekula je velice významná nejenom u živočichů ale i u rostlin. Je 

důležitá snad ve všech procesech probíhajících v rostlině a pořád jsou publikována další data o 

jejím významu.  

 

1.2.5 Kontaminace N v přírodě a legislativa 

Hlavní formou N, jejíž koncentrace v prostředí se dlouhodobě sledují, je bezesporu nitrát. 

Koncentrace nitrátů v půdním roztoku na přirozených stanovištích se pohybují od 0,1 - 100 mg/l 

NO3
- (Callesen et al. 1999; Pedersen et al. 2007; Fetter et al. 2012). Hygienický limit na obsah 

dusičnanů v pitné vodě v EU je 50 mg/l. Reálně bylo například v Pražské vodě průměrně za 

červenec 2016 naměřeno 18,6 mg/l dusičnanů (PVK 2016), ale například ke dni 3. 8. 2006 to byl 

obsah NO3
- 37,6 mg/l (Želivka) a 19,2 mg/l (Káraný; PVK 2006).  

Podle dokumentu Commision of the European Communities (2007) obsah dusičnanů v 

mnohých evropských zdrojích vod již překračuje 100 mg/l. Jedná se o veliký problém, kterému je 

přikládána v recentní době náležitá pozornost. Existuje např. tzv. nitrátová směrnice, což je předpis 

EÚ 91/676/EHS vytvořen pro ochranu vod před znečištěním NO3
- ze zemědělství, která je v ČR 

implementována v třech předpisech. V zákoně č. 254/2001 Sb., o vodách a o změně některých 

zákonů (vodní zákon) ve znění pozdějších předpisů, dále v nařízení vlády č. 262/2012 Sb., o 

stanovení zranitelných oblastí a akčním programu, v zákoně o hnojivech č. 156/1998 Sb., ve znění 

pozdějších předpisů..). V zákoně je definován pojem "zranitelné oblasti", které jsou definovány 

jako území, kde se koncentrace NO3
- zejména v pitné vodě pohybuje nad 50 mg/l nebo této hodnoty 

mohou dosáhnout. 

Kontminaci prostředí amonným dusíkem a nitritem je věnována výrazně menší pozornost. 

Vyhláška č. 252/2004 Sb. Stanovuje hygienický limit pro NO2
- i NH4

+ který je pro oba stejný a 

dokonce 10 násobně nižší než pro NO3
- (0,5mg/l). 
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1.2.6 Zjišťování účinku NO v rostlině 

Nejpravděpodobnějším kandidátem, který by v rostlinách mohl způsobovat inhibiční efekt 

NO3
-, je zřejmě NO. Proto se jeho studiu detailně věnuji v této práci a z toho důvodu také dále 

popisuji, jeho studia možnosti.  

1.2.6.1 Aplikace donorů a zhášečů NO 

Účinek NO se nejčastěji zjišťuje pomocí jeho zhášečů a donorů. Nejčastěji používané 

zhášeče NO jsou PTIO (2-fenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid) a cPTIO (2-(4-

Carboxyfenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid draselná sůl; Pagnussat et al. 2002, 

Ruan et al. 2014, Tun et al. 2006 a další). Zhášeč PTIO je lipofilnější než cPTIO, proto je možné 

očekávat, že PTIO lépe proniká plasmatickou membránou. Výhodou cPTIO je zase rozpustnost ve 

vodě a vyšší reaktivita (Akaike et al. 1993, Nakatsubo et al. 1998). PTIO a cPTIO jsou většinou 

používané v koncentracích 5 - 400 μM, ale také až 0,2 mM (Pagnussat et al. 2002, Ruan et al. 2014, 

Tun et al. 2006 a další).  

Nejčastější donory NO pak jsou SNP (sodium nitroprusside) a SNAP (S-Nitroso-N-acetyl-

DL-penicillamin; Neil et al. 2002, Pagnussat et al. 2002, Garcia-Mata et Lammattina 2001, Beligni 

2000 a další). 

Z NO donorů je za účinnější považován SNAP (Floyszak-Wieczorek 2006), který se ale 

rychleji rozkládá (doporučení Sigma). NO donory SNP a SNAP jsou používané v experimentech s 

rostlinami v koncentracích 0,1-20-500 μM (Neil et al. 2002, Pagnussat et al. 2002, Garcia-Mata et 

Lammattina 2001, Beligni et al. 2000 a další).  

 

1.2.6.2 Aplikace barviva detekujícího NO 

Koncentraci NO v rostlinných pletivech můžeme pozorovat pomocí detekčního 

fluorescenčního barviva schopného průchodu buňkou, které se navazuje na NO (diaminorhodamin-

4M acetoxymethyl esteru - DAR-4M-AM; Tun et al 2006, Tun et al. 2008, Kikushi et. al 2008) za 

vzniku červeně svítícího produktu. Hodnoty excitace a emise tohoto barviva udávané v různých 

zdrojích se liší, podle specifikací výrobce (Sigma Aldrich 2016) nutno počítat s rozpětím exitačních 

(552 - 562 nm) a emisních (575 - 580 nm) vlnových délek. V praxi používaná excitace je 543 – 

560 nm a emise 570 – 575 nm (Corpas et al. 2009, Shimoda 2009, Tun et al 2008, 2006, Kojima 

2001). Mezi barvivy reagujících s NO jako např. DAR-4M nebo DAF-2 DA se jedná o nejvíce 
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specifické a stabilní barvivo, které má vyšší intenzitu fluorescence po reakci s NO než jiné (Kojima 

2000, Kojima 2001). DAR-4M AM však může mírně reagovat také s jinými molekulami jako 

dehydroaskorbát, takže je výsledky nutné interpretovat ve vztahu k dalším experimentům (Nagata 

et al. 1999, Zhang et al. 2002, Ye et al. 2008). 

Délka inkubace se také liší v různých pracích v rozmezí 15 minut až 18 hodin a používá se 

v koncentracích 1-5 µM (Kikushi et. al 2008, Corpas et al. 2009, Shimoda 2009, Tun et al 2008, 

2006).  

 

1.3 Klíčení semen orchidejí a jeho regulace  

Stavba semen orchidejí je mezi rostlinami specifická a regulace klíčení jejich semen si proto 

na závěr zasluhuje samostatné pojednání.  

1.3.1 Stavba semen 

Všechny druhy orchidejí jsou v přírodě více či méně závislé na houbovém symbiontu a to 

alespoň ze začátku svého vývoje (Smith et Read 2008). 

Většina rostlin má semena, která jim umožňují přečkat nevhodné podmínky a vyklíčit v co 

nejvhodnější době. Právě mykoheterotofní (kam patří také orchideje) a parazitické rostliny mají 

nejmenší semena mezi krytosemennými rostlinami (Leake 1994, Eriksson et Kainulainen 2011), 

která mohou mít hmotnost jen 1 µg (Ziegler 1981). Taková semena bývají vytvářena ve velkých 

množstvích (Arditti et Ghani 2000) a označují se jako tzv. prachová semena.  

Zralá semena orchidejí obsahují jen embryo obalené dvěma vrstvami osemení. Embryo se 

dále vyvíjí mimo mateřskou rostlinu a po vyklíčení se nazývá protokorm (Johansen 1950, Pridgeon 

et al. 1999). 

 

1.3.2 Dormance 

To že semena nevyklíčí za nevhodných podmínek zabezpečuje jistý vnitřní blok - dormance 

(Finch-Savage et Leubner-Metzger 2006). Stejně jako u většiny ostatních rostlin, i u semen 

orchidejí můžeme rozlišit fyzikální a fyziologickou dormanci (Figura 2013). 
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1.3.2.1. Fyzikální dormance 

 

  Na existenci fyzikální dormance u semen orchidejí poukazuje několik faktů. U 

orchidejí je zapříčiněna 2 vrstvami osemení (Veyret 1969, Sgarbi et Prete 2009), přičemž vnitřní 

vrstva se může skládat i z více než jedné dále odlišitelné vrstvy (Beer 1863, Yamazaki et Miyoshi 

2006, Vasudevan et van Staden 2010).  

 Osemení zralých semen je patrně špatně propustné a hydrofobní. V tomto kontextu je 

nápadné rutinní ošetřování semen před výsevem žíravinami. Semena se před výsevem desinfikují 

nejenom pro odstranění kontaminacií, ale také kvůli narušení jejich dormance (Rasmussen 1995). 

Některá semena klíčí již po ošetření etanolem (Kmecová 2011), ale mnohé další druhy vyžadují 

silnější oxidační agens, jako jsou chlornany (např. Ponert et. al. 2013). U druhů, kde ani kombinace 

chlornanu a etanolu není dostačující se navíc využívá kyselina sírová (Malmgren 1996).  

Předpokládá se, že v přírodě fyzikální dormanci narušují houby (Gryndler et. al. 2004, 

Baláž 2011). 

 

1.3.2.2 Fyziologická dormance 

 

Fyziologická (vnitřní) dormance se nejnápadněji projevuje nutností stratifikace semen 

mnoha hlavně temperátních druhů (např. Rasmussen 1992, Steele 1996, Øien 2008), které klíčí až 

po periodě chladu (Rasmussen 1992, Ponert et al. 2013). U ostatních druhů se ale fyziologická 

dormance může uplatňovat také. Zralá semena mohou obsahovat ABA (Van Waes 1984, Lee et al. 

2007), která inhibuje klíčení (Hilhorst 1995). U obtížně klíčících druhů byla v semenech 

pozorována vyšší hladina ABA, než u těch, které klíčí dobře (van der Kinderen 1987). K degradaci 

ABA může docházet během desinfekce semen chlornany (Lindén 1980, Steele 1996). Klíčení 

semen orchidejí oproti tomu mohou stimulovat přidané fytohormony, především cytokininy (Pierce 

et Cerabolini 2011, Steward et Kane 2006, Steele 1996, Van Waes et Debergh 1986, Rasmussen 

1995) a etylén (Nakamura et al. 1975). Klíčení můžou ovlivňovat i jiné látky. Specifické druhy 

orchidejí klíčí často na specifickém médiu. Může to být způsobeno rozdílnou osmolaritou nebo 

nevhodným složením média (Rassmussen 1995), ale v některých případech nejsou důvody, proč 

rostliny neklíčí jasné. Dormanci by například mohl narušovat i NO3
- který prokazatelně snižuje 
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klíčivost u P. albida (Ponert et al. 2013). 

Nutno také zmínit že většina hlavně temperátních druhů orchidejí vyžaduje alespoň ze 

začátku kultivace tmu (Van Waes et Debergh 1986, Arditti 2008, Anderson 1996, Sgarbi et Prete 

2009, Harvais et Hadley 1967, Rasmussen 1990). Jedná se pravděpodobně o mechanizmus, který 

má zabezpečit že semeno vyklíčí pod zemí (Stoutamire 1996).  

1.4 Vliv N na orchideje 

Při kultivaci orchidejí v podmínkách in vitro je velmi důležité minerální složení média. Z 

dostupných údajů se jako jedna z nejdůležitějších jeví právě forma N (Tavares et al. 2012). Většina 

médií, i ta pro temporální orchideje, úspěšně používaná na kultivaci orchidejí in vitro obsahují 

anorganický dusík ve formě NO3
-, NH4

+ nebo nejčastěji obou forem spolu (Ponert et al. 2013; 

Malmgren et Nyström 2016, Rasmussen 1995). V asymbiotických kulturách musí být v médiu 

forma N, kterou rostlina může utilizovat v přiměřených koncentracích (Rasmussen 1995). Po 

přidání NH4
+ do média vede jeho příjem k uvolňování H+, což okyseluje substrát (Fitter et Hay 

1987) a může inhibovat růst vápnomilných rostlin, a naopak příjem NO3
- vede k nárůstu pH. 

Efekt anorganického N v médiu na klíčení orchidejí byl zkoumán opakovaně. Stimulační 

efekt nitrátů na klíčení orchidejových semen byl pozorován u tropické Bletilla striata (Ichihashi et 

Yamashita 1977, Ichihashi 1978), ale i semenáče temperátní Dactylorhiza praetermissa reagovaly 

pozitivně na přidání NH4NO3 (Dijk et Eck 1995). Nemusíme jít daleko – i naše mezofilní Neottinea 

ustulata se může objevit na 5 let opuštěném poli (vlastní pozorování) nebo např. spíše lesní druh 

Epipactis helleborine je nalézán na poloruderálnch stanovištích (Procházka 1980, Procházka et 

Velísek 1983, Wittig et Wittig 2007), nebo dokonce i na sójovém poli, které se pravděpodobně 

hnojilo (Rydlo 2008). Ostatně osídlování různých poloruderálních habitatů nalezneme i u řady 

mediteránních druhů (Delforge 2006). Změna úživnosti stanoviště ale očividně neprospěla např. 

prstnatci D. majalis rostoucímu na holandských sečených loukách. Na louce s jeho výskytem došlo 

po hnojení NPK hnojivem k poklesu početnosti tohoto druhu, snížení jeho biomasy a k poklesu 

kvetoucích jedinců, D.majalis zde byla posléze vytlačena expanzivními druhy (Dijk et Olff 1994). 

Negativní efekt anorganických forem N je pozorován častěji než pozitivní, a to u mnohých druhů 

orchidejí (Eiberg 1970; Van Waes et Debergh 1986; Rasmussen 1995; Kauth et al. 2006; Sgarbi et 

al. 2009). Např. semenáče Dactylorhiza incarnata byly citlivé na aplikaci NH4NO3 (Dijk et Eck 

1995) a např. semenáče hybridní Cattleya nebyly schopné využít NO3
- prvních 60 dní vývoje 
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narozdíl od NH4
+ (Raghavan et Torrey 1964). U Phalaenopsis amabilis se zdá dle Tavares et al. 

(2012) vhodnejší používat v MS médiu (Murashige et Skoog 1962) poloviční nebo ještě nižší 

koncentrace anorganických forem N v médiu.  

Z anorganických forem (NO3
-, NH4

+) se jako vhodnější jeví NH4
+ (např. Díaz-Álvarez 

2015, Majerowicz 2000, Hew et al. 1993).Jak epifytické, tak i terestrické druhy vykazují často 

preferenci k organickému dusíku (AMK) oproti NO3
- či NH4

+ (Nadarajan et al. 2011, Sgarbi et al. 

2009, Kauth et al. 2006, ,Rasmussen 1995, Eiberg 1970, Van Waes et Debergh 1986, Lugo-Lugo 

1955) a pozorována byla dokonce i schopnost přijímat přímo močovinu (Phalaenopsis; Trépanier 

et al. 2009). Celá řada kultivačních médií obsahuje nějaké AMK, buď přímo jako složky média 

nebo v extraktech z ovoce či zeleniny (např. kokos, banán, ananas, brambor; Harvais 1984, Borris 

1969, Ponert 2009) v podobě yest extractu, caseinu nebo peptonu (Fast 1982, Michl 1988, 

Malmgren 1989, Ponert et al. 2013. Malmgren (1993) pozoroval zlepšený růst a vývoj orgánů, 

když problematicky klíčícím druhům jako Cypripedium calceolus nahradil anorganický N plně 

organickým, ale i dobře klíčící eutrofní druhy Anacamptis laxiflora a Ophrys sphegodes 

vyžadovaly v médiu přítomnost jak anorganického, tak organického N v podobě casein 

hydrolyzátu nebo glutaminu (Mead et Bulard, 1975, 1979). U tropického zástupce Galeola 

septentrionalis pozoroval Nakamura (1982) nejlepší výsledky za použití směsi AMK anebo 

močoviny, jednotlivé AMK neměli efekt a podobné výsledky s hydrolyzátem proteinů dosáhli i 

Vacin et Went (1949). Pro klíčení nezralých semen tropických druhů se z 18 AMK jako 

nejvhodnější ukázal arginin, který byl stejně dobrým zdrojem N jako NH4NO3 (Spoerl 1948). Není 

ale jasné, která AMK je esenciální a Harvais (1972) a Harvais et Raitsakas (1975) navrhují kyselinu 

asparagovú, glutamovú, arginin a derivát AMK ornithin, zatímco van Waes (1984) dosahoval 

lepších výsledků s glutaminem než s kyselinou glutamovou. Glutamin se osvědčil i pro výživu 

Catasetum fimbriatum (Majerowicz 2000). Pro klíčení evropských terestrických druhů se mezi 

zdroji AMK osvědčil nejvíce casein hydrolyzát a glutamin (Van Waes et Debergh 1986). Nutno 

poznamenat že nejen u anorganických forem ale i v případě AMK může vysoká koncentrace např. 

peptidů vést k odumírání protokormů (Cypripedium, Ophrys, Orchis; Malmgren 1989). Horší 

schopnost využívat anorganické formy N může souviset s mykorizní symbiózou, která je nezbytná 

alespoň pro juvenilní orchideje a AMK pravděpodobně proudí právě přes houbového symbionta 

(Dijk et Eck 1995, Read et al.1989). Fakt, že kořenový systém orchidejí je jen málo vyvinutý, jen 

potvrzuje představu že mykorizní houba, která má mnohem větší dosah na živiny v substrátu, je 



33 

 

velice důležitá pro minerální výživu orchideje (Smith et Read 1997, Brundrett 2002). Z půdy 

mohou být organické formy N jako AMK přijímány pomocí hub, které je mohou získávat 

z organických zbytků nebo AMK můžou být přímo syntetizovány houbami. Harvais et Raitsakas 

(1975) si myslí, že kyselina glutamová a asparagová jsou dominantní AMK v hyfách v případě, že 

je houba pěstována jen s organickými formami N. Ektomykorhizní houby (Read et al.1989) stejně 

jako arbuskulární mohou utilizovat NO3
- a NH4

+ (Johansen 1993), což může platit i pro 

orchideoidní houby. V tomto kontextu je také zajímavé zjištění, že při symbiotických kulturách 

bylo pozorováno, že při vyšších koncentracích (nad 3mM NH4NO3) mají houby negativní efekt na 

klíčení orchidejí (Dijk 1990). Podobné výsledky, kde ustálená symbióza byla pozorována na 

10mg/l NO3
- a vyšší koncentrace vedly k parasitizmu houby, dosáhli i Beyrle et al. (1991). Práce 

Wu et al. (2013) zabívající se Cymbidium goeringii popisuje, že nemykorizní rostliny přijímají 

NO3
- zatímco mykorizní NH4

+ a navrhují že mykorizní houby by mohly ovlivnit schopnost rostliny 

příjmat tu či onu formu N. V tomto kontextu je zajímavé že mykorizní inokulace může zvýšit 

aktivitu NR, NiR a také GS (Hajong et al. 2013).  

Jiné práce pozorovaly v asymbiotických kulturách 4 druhů orchidejí zajímavé prostorové 

odlišení aktivity enzymů NR a GS. Aktivita obou je celkově nízká. Aktivita NR byla vyšší 

v apikální části kořenů a nižší v listech. Naopak GS měla vyšší aktivitu v listech a nižší v kořenech 

(Majerowicz et al. 2000, He et al. 1993). Je proto možné, že NO3
- se u orchidejí přednostně 

redukuje v kořenech a NH4
+ se přednostně redukuje v nadzemní části.  

Zmiňované práce se ale zabývají relativně vysokými koncentracemi iontů, jen výjimečně 

se vyskytujícími v přírodě, nebo poukazují na relativně slabou inhibici (Eiberg 1970; Van Waes et 

Debergh 1986; Rasmussen 1995; Sgarbi et al. 2009). N a jeho atmosférická depozice by mohl být 

ohrožením pro orchideje (Díaz-Álvarez 2015). Podle našich dřívějších zjištění (Ponert et al. 2013) 

je klíčivost druhu Pseudorchis albida inhibována již při 2 mg/l NO3
- a při 100mg/l neklíčí vůbec. 

Tento fakt by mohl být přímo odpovědný za vzácnost mnohých druhů.  
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2 Metodika 

 

Experimenty probíhaly na Katedře Experimentální biologie rostlin PřF UK v Praze. 

 

2.1 Zdroje semen 

Zdroje semen jsou sepsané v tabulce 2. 

 

Tab. 2 Zdroje semen 

Druh Zdroj původ matečných rostlin 

Anacamptis morio BZ Praha Troja Itálie, Apulie 

Anacamptis laxiflora BZ Praha Troja Itálie, Kampánie 

Dactylorhiza majalis BZ Praha Troja ČR, Rádlo u Jablonce 

Himantoglossum robertianum BZ Praha Troja Řecko, Peloponés 

Gymnadenia conopsea BZ Praha Troja ČR, Bílé Karpaty 

Gymnadenia densiflora BZ Praha Troja ČR, Bílé Karpaty 

Gymnadenia odoratissima BZ Praha Troja ČR, Bílé Karpaty 

Gymnadenia rhelicanii BZ Praha Troja Itálie, Giardino alpino 

Saussurea, Loc. Pavillon Mont 

Frety, Courmayeur AO  

Ophrys neglecta BZ Praha Troja Itálie, Kampánie 

Pseudorchis albida  Přírodovědecká fakulta 

Jihočeské Univerzity 

ČR, Šumava, N 49°5', E13°33' 
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2.2 Příprava semen k výsevu 

Zralá semena byla po dosušení při teplotě 

20-25°C umístněna do papírových sáčků podle 

Ponerta (2009); protože v igelitovém hrozí spaření a 

elektrostatické nalepení na stěny sáčku. Semena 

byla vyčištěna od zbytků semeníků pomocí pinzety 

se zahnutým koncem a natřásáním papíru se 

zahnutými okraji (obr. 2). Následně byla semena 

umístněna do stříkačky 5 ml Luer s nasazenou jehlou 

0,8x40 (Medicor Neomed, Hungary), která měla v 

hrdle vloženou síťku pro síťotisk. Do stříkačky 

nebylo nikdy umístěno víc semen než objem 0,1 ml; 

v případě že semen z jediné lokality bylo víc, byla 

rozdělena do více stříkaček, kde nebyla skladována déle než 10 hodin před výsevem, aby v případě, 

že nebyla dostatečně vysušena nehrozilo jejich napadení houbami.  

Použitá semena byla vždy čerstvá, (nejvíc rok od zběru). Jedinou výjimkou byli semena 

H.robertianum, které byly v době výsevu 6 let staré. 

 

2.3 Desinfekce semen 

 

Semena v stříkačce (časy desinfekce a roztoky použité u jednotlivých druhů jsou popsány 

v tab. 3) byla desinfikována nejprve v roztoku čistého 70% etanolu po dobu 4-5 minut, pak byla 

promyta 3x v autoklávované deionizované vodě, pak 0-10 minut desinfikována v 2% roztoku 

H2SO4 a přímo vložena do roztoku Ca(ClO)2 na 4-10 minut. Roztok Ca(ClO)2 byl připravovaný 

vždy čerstvý podle Ponerta (2009) z 10 g chlórového vápna a 50 ml destilované vody, ponechán 

odstát hodinu, pak přefiltrován přes filtrační papír a přidána kapka smáčedla Tween 20. Nakonec 

byla semena 3x propláchnuta deionizovanou vodou autoklávovanou v erlenmayerových baňkách 

zakrytých alobalem. Alobal byl opálený nad plynovým kahanem, a pak přez něj byla propíchnuta 

jehla a nasátá voda. Celá desinfekce semen probíhala v laminárním flow-boxu, ale důslednější 

sterilní práce probíhala až od aplikace Ca(ClO)2 (chirurgické rukavice, sterilizované plochy boxu). 

Obrázek 2: Papír se zahnutýmia okrajemi a semena 

vyčištěna od zbytků osemení 
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Semena ve vodě po sterilizaci nezůstala déle než 1 hodinu a došlo okamžitě k výsevu - aby voda 

nepůsobila dále na vydesinfikovaná semena. Všechny roztoky byly do stříkačky nasávány do 

objemu asi 2-3 ml. 

 

Tabulka 3.- časy desinfekce (minuty) a použitá desinfekční činidla, H2O byla deionizovaná 

druh ETOH H2O H2SO4 Ca(ClO)2 H2O 

G. conopsea 5 3x 10 5 3x 

G. odoratissima 5 3x 10 5 3x 

G. densiflora 5 3x 10 5 3x 

A. morio 4 3x - 4 3x 

A. laxiflora 4 3x - 4 3x 

H. robertianum 4 3x - 4 3x 

D. majalis 4 3x - 4 3x 

P. albida 5 3x 10 10 3x 

O. neglecta 4 3x - 4 3x 

G. rhelicanii 5 3x 10 5 3x 

 

2.4 Příprava kultivačního média 

V asymbiotických výsevech bylo používáno výhradně médium “MON” (viz Příloha I) 

připravené podle Ponert et al. (2013), a pro symbiotické výsevy modifikované médium OMA (3 

g/l mleté ovesné vločky, 10 g/l agar; Perotto et al. 2014, Ercole et al. 2015; viz Příloha I) s různými 

koncentracemi dusičnanů (1, 2, 10, 50 a 100 mg/l NaNO3, dále jen dusičnanová řada a jednotlivé 

varianty dále jako N0, N1, N2, N10, N50 a N100). Do médií byly dále přidávány růstové 

regulátory, donory a zhášeče NO, inhibitor NR wolframan. Všechny experimenty zjišťující efekt 

NO3
- na klíčivost jsou shrnuty v Tab. 4. 
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Tab. 4: Přehled experimentů a druhů, na kterých byly provedeny 

Druh/ 

experiment 

dusičnan

ová řada 

fytohormon NH4
+ osmoticky 

aktivní 

látky 

Donory,  

zhášeče 

Wo4 Symbiotic

ký výsev 

A. morio Ano - - - - - - 

A. laxiflora Ano - - - - - - 

D. majalis Ano - - - PTIO, 

cPTIO, 

SNP 

- - 

H. 

robertianum 

Ano - - - - - - 

G. conopsea Ano NAA, BAP, 

kinetin, GA3 

Ano NaCl, 

CaCl2 

PTIO,cP

TIO, 

SNP 

Ano Ano 

G. densiflora Ano - - - - - - 

G. 

odoratissima 

Ano - - - - - - 

G. rhelicanii Ano -  - - - - 

P. albida Ano - Ano NaCl, 

CaCl2 

- - - 

O. neglecta Ano - - - cPTIO - - 

 

  Zásobní roztoky dusíkatých a osmoticky aktivních látek byly připravovány jako roztoky 

0.1 g/ml a na každou sérii byl použit nový zásobní roztok. V případě používání donorů a zhášečů 

NO byla vynechána varianta 50 mg/l NO3
- a v případě pokusu s Nigritella cf. rhelicanii byla použita 

i varianta 2 mg/ml. 

Složky média byly rozpouštěny postupně za stálého míchání v deionizované vodě (vodivost max 

y 0.01 µS). Médium bylo připravováno v objemu 1-2 l a následně rozděleno na varianty a byl 

přidán NaNO3. Každá série média byla označena a na výsev na každé z variant byla použita média 

z minimálně 2 sérii. Médium bylo autoklávováno (Tuttnauer 2540 EK-N; 20 min, 121 °C, 144 
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kPa). 

 

2.5 Výsev semen a kultivace 

Výsev semen probíhal v sterilních podmínkách v laminárním flow-boxu (pokračování 

z kapitoly 2.3). Filtrem ucpaná jehla byla nahrazena novou širší jehlou (1,8 x 40 (15Gx1½“, Luer-

Lock, Dispomedicor Rt, Hungary) a semena v suspenzi byla vystříkána na připravené kultivační 

médium v petriho miskách. Používány byly buď misky s průměrem 9 cm (v tomto případě bylo 

nalito průměrně 28 ml média na misku) nebo 6 cm (v tomto případě bylo nalito 10 ml média na 

misku). Semena na médiu byla kruhovými pohyby rozmístěna rovnoměrně na povrchu média. 

Petriho misky byly utěsněny parafilmem, označeny a umístněny buď do chladové komory (4°C) 

nebo přímo do kultivační místnosti s 20°C (viz tab. 5). Po 12 týdnech resp. 3 měsících byly výsevy 

z chladu a tmy přemístěny do kultivační místnosti s teplotou 20 °C přičemž byly vždy ponechány 

ve pro světlo nepropustných černých plastových krabicích (tab. 5). 

 

Tab. 5 Přehled kultivačních dob 

rody 4°C (Chladová komora) 20 (+-27) °C (Kultivační 

místnost S06) 

Gymnadenia 3 měsíce 4 měsíce 

Pseudorchis 3 měsíce 8 měsíců 

Ophrys, 

Anacamptis, 

Dactylorhiza, 

Himantoglossum 

- 2 měsíce 

 

2.5.1 Asymbiotický výsev semen 

Většina experimentů probíhala bez symbiotické houby v petriho misce s externím zdrojem 

cukru v médiu, mikro a makroprvky v podobě média MON s dusičnanovou řadou, které fungovaly 

jako náhrada mykorizního symbionta. 
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2.5.2 Symbioticky vysev 

V případě symbiotického výsevu byla semena vysévána na modifikované médium OMA s 

NaNO3 v koncentraci 0, 1, 10, 50 nebo 100 mg/l, na které byla přesně den po výsevu naočkována 

houba B1 (Ceratobasidium sp.) nebo houba Q404. Obě houby jsou izoláty dlouhodobě používané 

pro symbiotické kultivace různých druhů orchidejí. Kultury byly poskytnuty Hardy Orchid Society, 

Velká Británie. Naočkování proběhlo vložením 1 cm2 velkého kousku média s kultivovanou 

houbou. Houby byly kultivovány v klimaboxu při 20°C na médiu OMA. 

 

2.6 Hodnocení experimentu 

Hodnocení experimentů (sčítávání semen a focení petriho misek) probíhalo vždy v rozmezí 

3 dní ode dne hodnocení (součet obou sloupců tabulky 5). Kvůli objemu některých experimentů 

nebylo možné vždy hodnotit celý pokus najednou. Protokomy, které ještě neměly vytvořen 

znatelný prýt, byly sbírány na analýzu endogenních sacharidů a pro zjišťování obsahu NO.  

 

2.6.1. Počítání semen a protokormů 

Semena byla pozorována stereomikroskopem (Krüss, MSZ 5400 Stereo Zoom Microscope, 

zvětšení 40×) a byla sečtena všechny semena na petriho miskách. Fotografie na zjišťování délky 

protokormů byly pořízeny DSLR (z anglického digital single-lens reflex camera, digitální jednooká 

zrcadlovka) Canon 760D s objektivem Canon EF 100 mm f/2,8 Macro USM případně DSLR Nikon 

D7000 s objektivem Micro Nikkor 55/2,8 MF. V ojedinělých případech, kdy bylo na misce příliš 

mnoho objektů, bylo sečteno ¾, ½ nebo jenom ¼ misky, ale to jenom v případě že bylo napočítáno 

víc než 100 objektů. Pozorované objekty byly zařazeny do kategorií (rozepsáno v tab. 6, jednotlivé 

kategorie obr. 3). Klíčivost byla počítána jako podíl kategorií „b“, „db“,“p“ a „dp“ ze všech 

kategorií kromě „o“ a „ns“. Útvary „ds“, „db“ a „dp“ byly jenom nahnědlé, tudíž pravděpodobně 

odumíraly, ale nebyly pravděpodobně ještě odumřelé. Jejich přítomnost vyjadřuje v této práci 

mortalita. Mortalita se počítala jako podíl zhnědnutých vyklíčených objektů (tj. dp a db) ke všem 

kategoriím objektů kromě „ns“ a „o“. Celková mortalita se počítala jako podíl vššch zhnědnutých 

objektů (tj. dp, db a ds) ke všem kategoriím objektů kromě „ns“ a „o“. Podíl špatných semen 

(kategorie „ns“ a „o“) ke všem objektům se počítal jako kontrola kvality. Nejdelší průměr 
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protokormů byl změřen z fotografí programem ImageJ 1.50i, funkcí measure length (pixely byly 

pomocí vyfoceného měřítka převedeny na metrické jednotky). 

 

Tab. 6: Kategorie pozorovaných objektů 

Zkratka 

objektu 

Typ objektu  

p protokorm s vlásky 

b protokorm bez vlásků dále označován jako “bobtnající embryo” (b) což byl 

útvar, který se už zjevně dělí a protrhnul osemení 

dp hnědnoucí protokorm 

db hnědnoucí protokorm bez vlásků 

s zralé, ale nevyklíčené semeno (u starších experimentů tato kategorie zahrnuje i 

kategorie bs a ds, u novějších rozlišuji i tyto dvě kategorie navíc, přičemž s je 

chápáno jako semeno již schopné vyklíčit ale nebobtnající 

bs bobtnající semeno 

ds hnědnoucí bobtnající semeno 

o osemení bez embrya 

ns nezralé semeno s nedostatečně vyvinutým embryem 

 

Klíčivost byla počítána jako podíl kategorií „b“, „db“,“p“ a „dp“ ze všech kategorií kromě 

„o“ a „ns“. Útvary „ds“, „db“ a „dp“ byly jenom nahnědlé, tudíž pravděpodobně odumíraly, ale 

nebyly pravděpodobně ještě odumřelé. Jejich přítomnost vyjadřuje v této práci mortalita. Mortalita 

se počítala jako podíl zhnědnutých vyklíčených objektů (tj. dp a db) ke všem kategoriím objektů 

kromě „ns“ a „o“. Celková mortalita se počítala jako podíl vššch zhnědnutých objektů (tj. dp, db a 

ds) ke všem kategoriím objektů kromě „ns“ a „o“. Podíl špatných semen (kategorie „ns“ a „o“) ke 

všem objektům se počítal jako kontrola kvality. Nejdelší průměr protokormů byl změřen z fotografí 

programem ImageJ 1.50i, funkcí measure length (pixely byly pomocí vyfoceného měřítka 

převedeny na metrické jednotky). 
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Obrázek 3:Kategorie pozorovaných objektů 

 

2.7. Statistické hodnocení 

Statistická analýza byla provedena programem R verze 3.2.4 (R Development Core Team 

2016) Dataset vložený do programu obsahoval počty objektů v jednotlivých kategoriích a 

vypočítanou klíčivost, podíl špatných a mrtvých semen. Rozdíly mezi měřeními byly statisticky 

testovány pomocí ANOVA, následovanou Tukey–Kramerovým testem (Kramer 1956) pro data s 

normálním (gaussovým) rozdělením. Pro velikosti protokormů byla použita hierarchická ANOVA. 
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V případě že data neměla normální rozdělení, byla transformována funkcemi log, sqrt nebo sin, 

cos, tan, asin, acos, atan podle konkrétní povahy dat. 

Dataset obsahoval pro kontrolu i kód použitého média a varianty sterilizace (použité 

stříkačky ze které byla semena vysévána na konkrétní misku), kde se stejným způsobem, jako bylo 

popsáno výše, statisticky hodnotil možný vliv efektu použité varianty média a varianty sterilizace. 

 

2.8 Cytometrie (FCM) 

Odlišení těžce odlišitelných druhů G. conopsea a G. densiflora bylo potvrzeno DNA 

průtokovou cytometrí (FCM).  

Špičky listů byly posekány žiletkou se standardem (výrazně menší kousek než vzorek) a v 

Petriho misce smíchány s Otto I pufrem (Trávníček et al. 2010, Doležel 2007, Otto 1990). Jako 

standard byl použit hrách Pisum sativum s “peakem” na relativní fluorescenci kolem 100 (Suda 

2005, Chumova 2015). Suspenze byla pak filtrována přes nylonovou síťku s porozitou 42 µm , 

obarvena pomocí 4',6-diamidino-2-phenylindol - DAPI a po 5 minutách analyzována přístrojem 

Partec CyFlow cytometr (Partec GmbH., Münster, Germany) a následně analyzována programem 

Partec FloMax Software verze 2.4d. Výsledky měření jsou zobrazeny na obr 4. G. conopsea a na 

obr 5. G. densiflora. Tyto dva druhy se dají rozeznat pode vzájemného postavení „peaků“ (jejich 

relativní vzdálenosti) i podle postavení vůči „peaku“ hrachu. U Gymnadenia conopsea (obr. 4) je 

poměr mezi peaky (mezi jejich vzdálenostmi) menší než u G. densiflora (obr.5). Poměr mezi 

„peakem“ 2C a P/2C je u G. conopsea přibližně 1.6 zatímco u G. densiflora přibližně 1.75. 
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Obrázek 4: Relativní fluorescence jader G. conopsea, osa x: relativní fluorescence, osa y: počet jader, „peak“ 2C zde není vidět, 

interní standard Pisum sativum má „peak“ na relativní fluorescenci 102.34, nasledují „peaky“ 2C+P (138,01), 2C+3P (236,39) a 

2C+7P  

 

Obrázek 5: Relativní fluorescence jader G. densiflora, osa x relativní fluorescence, osa y: počet jader, „peak“ 2C zde není vidět, 

interní standard Pisum sativum má „peak“ na relativní fluorescenci 98,32 nasledují „peaky“ 2C+P (128,42), 2C+3P (236,98) a 

2C+7P  
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2.9 Zjišťovaní obsahu jednotlivých forem N v rostlině 

2.9.1 Aplikace donorů a zhášečů NO 

Zjišťovaní obsahu NO probíhalo pomocí aplikace donorů SNP (Sodium nitroprusside; 

Sigma-Aldrich), SNAP (S-Nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine; Sigma-Aldrich) a zhášečů NO 

(PTIO, cPTIO; Sigma-Aldrich), které byly přidávány do kultivačních médií s dusičnanovou řadu 

bez varianty N50, která byla vynechána pro úsporu nákladů na aplikaci zhášečů NO. Dusičnanová 

řada v experimentech s donory a zhášeči byla tedy N0, N1, N10 a N 100. V tabulce 7. je přehled 

rozpouštědel pro jednotlivé donory a zhášeče a koncentrace, ve kterých byly použity. 

 

Tab. 7. Přehled použitých koncentrací pro jednotlivé donory a zhášeče a jejich rozpouštědla. 

donor/zhášeč Rozpouštědlo koncentrace v médích 

PTIO Etanol 10 μM, 100 μM, 1mM 

cPTIO  H2O 10 μM, 100 μM, 1mM 

SNP Etanol 10 μM, 100 μM, 1mM 

 

Zhášeče PTIO a cPTIO byly přidávány do média po autoklávování, když mělo médium 

teplotu asi 40°C filtrací (filtry 0,45µm) protože se teplem ničí, přičemž v prvním experimentu, kde 

bylo cPTIO použito a rozpouštěno bylo v etanolu, byla filtrace vynechána z důvodu vysokých ztrát 

roztoku ve filtru. Sice je SNAP považován za účinnější donor NO (Floyszak-Wieczorek 2006), 

rychleji se ale rozkládá i za laboratorní teploty, proto byl prozatím z mých experimentů vynechán 

a jako jediný donor byl použit SNP. SNP se při klávování v cukerném roztoku rozkládá ze 40 %, 

proto byl do média přidáván filtrací až po klávování, když mělo médium teplotu asi 40°C (filtry 

0,45 µm). Roztok SNP byl připraven bezprostředně před přidáním do média, aby se co nejméně 

vystavoval světu a docházelo co nejméně k fotodegradaci (doporučení výrobce Sigma Aldrich 

2016).  

 

2.9.2 Aplikace wolframanu 

Wolframan sodný (Na2WO4; Sigma-Aldrich), byl přidáván do média ve formě roztoku 

(rozpuštěn v H2O), před klávováním v podobě vodného roztoku a experimenty s ním měly 3 

varianty (kontrolní varianta bez wolframátu, 50 mg/l a 100 mg/l). 
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2.9.3 Lokalizace NO 

Protokormy byly podélně přeříznuty žiletkou na poloviny, inkubovány v roztoku 10µM 

detekční barvy DAR-4M-AM ve fosfátovém pufru (pH 7,4; 0,2M) po dobu 45 minut, převedeny 

do pufru a následně pozorovány pomocí fluorescenčního mikroskopu Olympus Provis AX70, 

excitací zeleným světlem (excitační filtr BP 510–550nm). Zásobní roztok barvy byl skladován ve 

tmě při -20°C.  

 

2.9.4. Kvantifikace NO 

2.9.4.1 Příprava extraktu z protokormů 

Protokormy (varianty N0 a N100) o celkové čerstvé hmotnosti zhruba 50 mg byly okamžitě 

zmraženy v tekutém dusíku a rozdrceny kulovým mlýnkem (10min, frekvence 30) 

v mikrozkumavkách se dvěma nerezovými kuličkami. Ke zmraženým vzorkům bylo přidáno 0,5 

ml chlazeného (4°C) fosfátového pufru (pH 7,4, 0,2M), vzniklá směs byla vortexována a 

centrifugována 10 min v chlazené centrifuze (4°C, 13000 rcf). Supernatant byl následně 

odpipetován a 10x zředěn, přičemž byl neustále držen v ledu. Zásobní roztok barvy DAR-4M-AM 

byl připravován stejným způsobem, jako v předchozí kapitole 2.10.3.  

 

2.9.4.2 Měření na fluorometru 

Na fluorometru byla následně pro kontrolu změřena flouorescence extraktu z H. 

robertianum, poté byla přidána barva DAR-4M-AM (Sigma-Aldrich) pro výslednou koncentraci 

v kyvetě (používány byly křemenné kyvety o min. měřitelném objemu 50µl) 1 µM. Po 10 min 

měření byl přidán zhášeč NO PTIO (1,54µL roztoku 0,1mg/l). Po dalších 5 min byl přidán donor 

NO SNAP pro výslednou koncentraci v kyvetě 1 µM. Koncentrace a složení zásobních roztoků 

jsou uvedeny v tab. 8. Další experiment měl za cíl ověřit, zda je odezva fluorescence barvy citlivá 

ke koncentraci NO. Nejprve byla změřena fluorescence fosfátového pufru (pH 7,4) s 1 µM barvou. 

Po 10 s byl přidán donor NO SNAP pro výslednou koncentraci v kyvetě 0.05,0.075 a 0.1 mM.  

Následně jsme přistoupili k porovnání obsahu NO ve dvou variantách protokormů D. 

majalis, konkrétně N0 a N100. Na fluorometru byla nejprve pro kontrolu změřena fluorescence 

extraktu a v čase 10 s přidána barva pro výslednou koncentraci v kyvetě 0,1 mM. Měření byla 
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ukončena po 30 min.  

Pro každou výslednou křivku byly odečteny tři blízké hodnoty fluorescence po delším čase 

měření (444,446 a 448 s v případě pokusu s přidáváním různé koncentrace SNAP; 1956, 1958 a 

1960 s v případě pokusu s rostlinným materiálem) a zprůměrovány. Od získaných hodnot byla pro 

korekci pozadí odečtena hodnota průměru třech blízkých hodnot ze začátku měření, kde se již 

ustálil průběh křivky (pokus ze SNAP: t=58,60 a 62 s a pokus s rostlinným materiálem t= 226,228 

a 230 s) 

 

2.10 Analýza rozpustných sacharidů v protokormech 

Protokormy byly ihned po otevření petriho misky vloženy do mikrozkumavek 2 x 

propíchlým víčkem, byla zjištěna jejich čerstvá hmotnost a pak byly okamžitě ponořeny do 

tekutého dusíku. Následně byly vzorky lyofylizovány v zařízení Lyovac 20 hodin, poté byla 

zjištěna jejich suchá hmotnost a do každé mikrozkumavky byl přidán 0,5 ml 80% metanolu. 

Vzorky byly inkubovány v termobločku (Grant QBT1) při 75°C po dobu 15 minut a pak byl 

metanol odpařen ve vakuové odparce Speedvac po dobu 3 hodin (program s vakuem pro alkohol 

V-AL). Dále byla přidána ultračistá voda (MiliQ) podle suché hmotnosti vzorku (podle tabulky 8), 

vzorky byly vloženy do ultrazvukové lázně (Bandelin RK31) na 15 minut a pak centrifugovány 

(Eppendorf centrifuge 5415 D) na 14000 rcf po dobu 10 minut. 

 

Tab. 8 Přidávání MiliQ podle suché hmotnosti vzorku 

hmotnost vzorku <5mg 5 – 10mg 10 - 20mg 20 – 30 mg 

přidaná MiliQ 0,3 ml 0,5 1 1,5 

 

Z centrifugovaných vzorků byl odebrán supernatant a ten byl filtrován membránovým 

filtrem Millex Milipore (0,45 μm) do nových mikrozkumavek. Vzorky byly měřeny pomocí 

vysokoúčinné kapalinové chromatografie (HPLC) s refraktometrickou detekcí (refraktometr 

Shodex RI-71; ChromJet; předkolonka naplněna IEX Pb form 8 μm, 

kolona 250 x 8 mm naplněna IEX Pb form 8 μm; Watrex, Praha, Česká Republika. Objem 

injektovaného vzorku byl 50 μl a chromatogramy byly upravovány pomocí software Clarity 

5.0.4.158. 
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2.11 Analýza obsahu škrobu v protokormech 

Pelety, které zůstaly z přípravy vzorků na analýzu rozpustných sacharidů, jsem používal 

dál v tomto experimentu. K peletům byl přidán 1 ml MiliQ vody, vzorek byl zvortexován 

 dále uložen do ultrazvukové lázně na 15 minut a centrifugován 15 minut na 14000 rcf, 

stříkačkou byl odsát supernatant a tento postup byl zopakován 4x. Vzorky byly poté uloženy do 

mrazáku (-18°C). Po rozmražení bylo přidáno 0,5ml 0,1M acetátového pufru (pH 4.5) do každé 

mikrozkumavky, vzorky byly poté autoklávovány programem 5-slow 121, (autokláv Tuttnauer 

2540EK-N; 20 min, 121 °C, 144 kPa). Po vychladnutí vzorků v lednici na 4°C bylo přidáno 100 μl 

enzymatického roztoku (30U α-amylázy; Sigma 35U/mg a 60U amyloglukázy; Sigma 70U/mg) a 

tato směs byla inkubována při 40°C 14 hodin. Enzymy byly následně inaktivovány teplotou 95°C 

po dobu 5 minut a vzorky pak odpařeny na vakuové odparce SpeedVac do sucha (program V-AQ 

pro vzorky s vodou ve vakuu) nejprve 2h při 60°C a pak 1h na 45°C. Obsah mikrozkumavky byl 

pak nesuspendován v odpovídajícím množství MiliQ vody (podle tabulky 9.) mirozkumavky 

vloženy do ultrazvukové lázně (15 minut) a centrifugovány (10 minut, stejné přístroje) a 

supernatant byl přefiltrován do nové mikrozkumavky. Obsah glukózy vzniklý štěpením škrobu byl 

měřen stejně jako v případě rozpustných sacharidů.,  

 

Tab. 9 Přidávání MiliQ podle suché hmotnosti vzorku 

hmotnost vzorku <5mg 5 – 10mg 10 - 20mg 20 – 30 mg 

přidaná MiliQ 

škroby 

0,3 0,3 0,5 1 
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3. Výsledky 

 

Celkově bylo ve všech experimentech v této práci napočítáno dohromady 528176 objektů 

v 37 výsevových pokusech.  

 

3.1 Vliv NO3
- na klíčení a růst protokormů některých druhů 

orchidejí 

 

3.1.1 Anacamptis laxiflora 

 

S počtem opakování n = 4 - 5 (N0-0 mg 

NO3
-/l: 4, N1-10 mg NO3

-/l: 5, N10-50 mg NO3
-

/l: 4, N100-100 mg NO3
-/l: 5) na variantu 

z celkového počtu 23 nekontaminovaných misek 

bylo napočteno 6466 objektů s průměrem 

281±738 objektů na misku. Klíčivost semen 

nebyla sice průkazně ovlivněna NO3
- 

(F[4,17]=1,538 α=0,236; obr. 6), ale byl zde jasný 

trend poklesu klíčivosti s vyššími koncentracemi 

NO3
-. Mortalita protokormů „dp“ a bobtnajících 

embryí „db“ se mezi variantami nelišila (χ 2 (4) = 

4.0533, p = 0.3988), a ani nevykazovala žádný 

trend.  

  

Obrázek 6:. Vliv NO3
- na klíčivost semen A. laxiflora. 

Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí, stejná 

písmena značí statisticky nelišící se varianty (α = 0,05; 

ANOVA). 
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3.1.2 Anacamptis morio 

 

S počtem opakování n=3-6 na variantu (N0-5, N1-6, N10-4, N50-3, N100-6) a celkově 24 

nekontaminovaných misek bylo napočítaných 4702 objektů. Průměrný počet objektů na misku byl 

196±156. Inhibiční efekt nitrátů na klíčivost Anacamptis morio byl průkazný (F[4,19]=5.264 

α=0,00502) s velkým poklesem klíčivosti na dvou nejvyšších koncentracích NO3
- (obr. 7). 

Mortalita „dp“ a „db“ se mezi variantami dusičnanové řady nelišila (χ 2 (4) = 5.5156, p = 0.2384) 

bez znatelného trendu. 

 

Obrázek 7: Vliv NO3
- na klíčivost semen A. morio. Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí, odlišná písmena značí statisticky 

odlišné varianty (α = 0,05; ANOVA, TukeyC test) 

 

3.1.3 Dactylorhiza majalis 

 

S počtem opakování n= 3-5 (N0:4, N1:5, N10:4, N100:5) misek na variantu a celkově 18 

nekontaminovaných misek bylo napočítaných 1874 objektů. Průměrný počet objektů na misku byl 

104±91. Inhibiční efekt NO3
- na klíčení semen Dactylorhiza majalis byl průkazný (F[3,14]=6.93 

α=0,00432; obr. 8a). Mortalita „dp“ a „db“ se mezi variantami dusičnanové řady nelišila 

(F[3,14]=0,451, α=0,721) a všechny mrtvé objekty (F[3,14]=1,103, α=0,381) byly v rámci variant 

dusičnanové řady rozděleny náhodně.  
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Celý tento pokus byl opakován ještě jednou jako kontrola pokusu s cPTIO. Zde bylo 3811 

objektů s počtem opakování n= 4-6 misek (N0:8, N1:7, N10:6, N100:5) na variantu a s celkovým 

počtem 22 nekontaminovaných misek a s průměrem 141±402 objektů na misku. Výsledky byly 

velice podobné, inhibiční efekt nitrátů byl potvrzen se stejným snížením klíčivosti na variantě N0, 

nejvyšší klíčivosti na variantě N1 a následným snižováním klíčivosti, přičemž na N100 byla 

klíčivost výrazně nižší (F[3,17]=6,347, α=0,00439, obr. 8b). Mortalita „dp“ a „db“ se mezi 

variantami dusičnanové řady nelišila (F[3,17]=1,76, α=0,193), stejně tak jako mortalita všech 

mrtvých objektů (F[3,17]=2,016, α=0,15), a obojí bez výrazného trendu.  

  

Obrázek 8: Vliv NO3
- na klíčivost semen D. majalis. a. první pokus, b. opakování, Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí, 

odlišná písmena značí statisticky odlišné varianty (α = 0,05; ANOVA, TukeyC test). 
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3.1.4 rod Gymndenia  

3.1.4.1 Gymnadenia conopsea agg. 

 G. conopsea agg. bez známé ploidie 

byla testována na dusičnanové řadě s s počtem 

opakování n=(2) 3-4 misek na variantu, s 

celkovým počtem 21637  napočítaných 

objektů na 17ti miskách. Průměrně bylo na 

misce 1272±772 objektů. Rozdíly klíčivostí 

semen mezi variantami dusičnanové řady byly 

průkazné (F[4,12]=20.31, α= 2,83×10-5, log 

transformace, Obr. 9). Mortalita (objekty „p“ a 

„b“) klesala se zvyšujícím se obsahem N v 

médiu (F[1,15]=9.106, α=0,00866). Inhibiční 

efekt nitrátů v tomto experimentu byl druhý 

nejsilnější pozorovaný po Pseudorchis albida. 

Při opakování pokusu bylo napočítáno 

5437 objektů na n=4-6 miskách (celkem 24 

misek) s průměrem 236±333 objektů na misku. Nebyly zde pozorovány signifikantní rozdíly mezi 

variantami dusičnanové řady (χ 2 (4) = 9.2561, p = 0.05501; obr. 10a) , byl zde ale znatelný trend 

potvrzující inibiční efekt nitrátů. Na koncentracích 50 a 100 mg/l NO3
- byla klíčivost téměř nulová. 

Mortalita „dp“ a „db“ se mezi variantami nelišila (F[4,18] = 3,323 α=0.229; data transformována 

funkcii sqrt, obr 10b). 

Obrázek 9: Vliv NO3
- na klíčivost G. conopsea. Boxploty 

znázorňují mediány hodnot klíčivostí, odlišná písmena značí 

statisticky odlišné varianty (α = 0,05; ANOVA, TukeyC test). 
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Obrázek 10: Vliv dusičnanů na a. klíčivost a b. mortalitu „p“ a „b“ u G. conopsea. Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí 

(mortalit), stejná písmena značí statisticky stejné varianty (α = 0,05; ANOVA, TukeyC test). 

Druhé opakování mělo kvůli vysoké kontaminovanosti jenom 1325 objektů (na 9 miskách) 

s n=2-4 objektů na misku, s průměrem 147±82 objektů na misku. Rozdíly mezi variantami byly 

signifikantní, a potvrdily inhibiční efekt nitrátů na 

klíčení Gymnadenia conopsea (F[1,5]=0.623, 

α=0,0466; data transformována funkcí sqrt; obr. 

11), u kontroly však byly vysoké kontaminace 

kvůli infekci roztočů, proto v ní chybí varianta 

N100 a varianta N0 měla jen 2 opakování. 

Mortalita „dp“ a „db“ se mezi variantami nelišila 

(F[2,6]=0.155, α=0,86). 

Ve třetím opakování tohoto pokusu bylo 

napočítáno 16659 objektů na n=11-17 miskách 

(64 celkově) na variantu s průměrem 260±455 

objektů na misku. Tento experiment vykazoval 

odlišné výsledky od předchozích. Klíčivost se zde 

nelišila mezi variantami dusičnanové řady 

(F[4,59]=0.302, α= 0.875, log transformace; obr. 12) a byla bez znatelného trendu, což se neshoduje 

s předešlými zjištěními. Mortalita „dp“a „db“ se mezi variantami dusičnanové řady nelišila 

Obrázek 11: Vliv dusičnanů na klíčivost „p“ a „b“ u G. 

conopsea. Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí, 

stejná písmena značí statisticky stejné varianty, varianta N50 

se nehodnotila protože měla jen 2 opakování (α = 0,05; 

ANOVA, TukeyC test). 
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(F[4,59]=0.908, α= 0.466) stejně tak jako mortalita všech objektů (F[4,59]= 2.257, α= 0.0737;).   

Obrázek 12: Vliv NO3
- na klíčivost G. conopsea. Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí, stejná písmena značí statisticky 

stejné varianty (α = 0,05; ANOVA, TukeyC test). 

 

Poslední, páté opakování pokusu mělo dohromady 

7189 objektů na 35 miskách s počtem opakování n=5-6 na 

variantu a průměrem 205±186 objektů na misku. Klíčivosti 

se mezi variantami dusičnanové řady v tomto případě 

statisticky nelišily, ale vykazovali klesající trend se 

stoupající koncentrací NO3
- v médiu (χ 2 (4) = 5.0934, p = 

0.2778; obr. 13). Mortalita „dp“ a „db“ se mezi variantami 

dusičnanové řady nelišila (χ 2 (4) = 7.6926, p = 0.1035), 

stejně tak jako mortalita všech objektů (χ 2 (4) = 5.2927, p = 

0.2586). 

 

 

 

Obrázek 13: Vliv dusičnanů na klíčivost semen 

G . conopsea. Boxploty znázorňují mediány 

hodnot klíčivostí, stejná písmena značí 

statisticky stejné varianty (α = 0,05; ANOVA, 

TukeyC test). 
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3.1.4.2 Gymnadenia conopsea (tetraploid) a Gymnadenia densiflora (tetraploid) 

Vzhledem ke komplikované taxonomií komplexu Gymnadenia conopsea agg. byly 

porovnávány odezvy semen jednak všech jedinců cytometricky určených jako G. densiflora a G. 

conopsea zvlášť, ale také odezvy jednotlivých rostlin. 

Klíčivosti jedinců tetraploidní G. densiflora a G. conopsea se mezi sebou lišily, rostlina 

„4c“ měla výrazně nejlepší klíčivosti (G. conopsea), a lišila se od všech (F[9,236] = 23.35, p = <2×10-

16; log transformace; obr 14a). Celkově jedinci G. conoposea klíčily lépe než G. densiflora (F[9,244] 

= 17.57, p = 3,88×10-5; transformace obrácenou hodnotou; obr 15b). Výše rozepsané dva výsledky 

zahrnují klíčivosti na všech variantách dusičnanové řady, podobné výsedky byly však dosaženy i 

za vyhodnocování klíčivostí jen z varianty N0.  

 

Obrázek 14: Klíčivost a. všech jedinců tetraploidní G.conopsea (zelené) a tetraploidní G. densiflora (modré) a b. porovnání všech 

rostlin určených jako tetraploidní G.conopsea (4c) a tetraploidních G. densiflora (4d). Boxploty znázorňují mediány klíčivostí, 

rozdílná písmena značí statisticky odlišné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 
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3.1.4.2.1 Gymnadenia conopsea (tetraploid) 

 

V tomto pokusu bylo napočteno 24404 objektů a 

průměrem na misku 192,157±277 objektů na 127 miskách 

s počtem opakování n= 11-36 na jedince (x9a:25, 4c:36, 

2v:27, 2c:27, 9c: 11). Cytometrická analýza označila 5 

rostlin za tetraploidní Gymnadenia conopsea. Klíčivosti 

všech těchto jedinců se mezi variantami dusičnanové řady 

nelišily (F[1,122]= 0.273, α=0,895; data transformována 

funkcí sqrt; obr. 15) ale vykazovali mírný pokles klíčivostí 

se stoupající koncentrací NO3
- v médiu. Mortalita „dp“ a 

„db“ se v rámci variant dusičnanové řady nelišila (F[1,122]= 

0.567, α=0,687; data transformována funkcí sqrt) stejně tak jako mortalita všech objektů (χ 2 (4) = 

1.8271, p = 0.7675) bez znatelného trendu.  

Klíčivost ani jednoho jedince se mezi variantami dusičnanové řady nelišila signifikantně a 

nepotvrdila tak inhibiční efekt NO3
- na klíčení semen. Kromě rostliny 9c nebyl znatelný ani trend 

potvrzující inhibiční efekt NO3
- na klíčení semen. U této rostliny ale nebylo možné jako u jediné 

provést statistické hodnocení kvůli malému počtu opakování (Obr. 16a-e). Mortalita „dp“ a „db“ 

stejně tak jako mortalita všech objektů se mezi variantami dusičnanové řady ani u jediné testované 

rostliny nelišila ani nevykazovala trend. Obr. 16f zachycuje protokormy rostliny 4c po 7 měsících 

kultivce. 

  

Obrázek 15: Klíčivost G. conopsea na 

dusičnanové řadě. Boxploty znázorňují mediány 

klíčivostí, stejná písmena značí statisticky stejné 

varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 
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Obrázek 16: Klíčivost tetraploidní G. conopsea na dusičnanové řadě, jedinci a. 2c, b. 2v, c. 4c, d.9c, e. 9a a f. ukázka protokormů 

rostliny 4c. Boxploty znázorňují mediány klíčivostí, stejná písmena značí statisticky stejné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC 

test). 
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3.1.4.2.2 Gymnadenia densiflora (tetraploid) 

V tomto pokusu bylo napočteno 22663 objektů 

s průměrem 190±333 objektů na misku s počtem 

opakování n= 9-28 (1roj: 28, 4rojD:28, 2roj:9, 6roj:22, 

3b:27) dohromady na 119 miskách. Cytometrická 

analýza označila 5 rostlin za tetraploidní G. densiflora. 

Klíčivosti všech těchto jedinců se mezi variantami 

dusičnanové řady nelišily (χ 2 (4) = 7.7346, p = 0.1018) 

jen s velmi mírným trendem snižováním klíčivosti (Obr. 

17) se zvyšujícím se obsahem NO3
- v médiu. Mortalita 

„dp“ a „db“ se mezi variantami dusičnanové řady nelišila 

(χ 2 (4) = 6.3285, p = 0.1759) stejně tak jako mortalita 

všech objektů (χ 2 (4) = 2.9561, p = 0.5652), obojí bez 

znatelného trendu. 

Jenom jeden jedinec tetraploidní G. densiflora měl průkazně rozdílné klíčivosti v rámci 

variant dusičnanové řady (6roj; F[4,23]= 4.583, α=0,00721, Obr. 18c.) ale v žádném případě se 

nepotvrdil inhibiční efekt nitrátů (Obr. 18a,b,c,d,e). Mortalita „dp“ a „db“ stejně tak jako mortalita 

všech objektů se mezi variantami dusičnanové řady ani u jediné testované rostliny nelišila ani 

nevykazovala trend. Ukázkový protokorm rostliny 1roj je na obr. 18f. 

  

Obrázek 17: Klíčivost G. densiflora na dusičnanové 

řadě, boploty znázorňují mediány klíčivostí, stejná 

písmena značí statisticky stejné varianty (α = 

0,05;ANOVA, TukeyC test). 
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Obrázek 18: Klíčivost tetraploidní G. densiflora na dusičnanové řadě. Jedinci a. roj1, b. roj2, c. roj6, d. 3b, e. 4rojD a f. protokorm 

rotliny 1roj. Boxploty znázorňují mediány klíčivostí, stejná písmena znázorňují statisticky stejné varianty (α = 0,05;ANOVA, 

TukeyC test).  
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3.1.4.2 Gymnadenia odoratissima 

Ani po 3 měsících inkubace v chladu a dalších 4 měsících v teple nevyklíčilo na žádné 

variantě ani jedno semeno, i když semena se při výsevu jevila jako životaschopná (obr. 19)

 

Obrázek 19: Semena Gymnadenia odoratissima, fluorescence indukovaná modrým světlem,barveno propidiumjodidem. Semeno 

nalevo je pravděpodobně živé, propidiumjodid se nedstal k embryu zatímco semeno napravo má jádra buněk obarvena 

propidiumjodidem což naznačuje, že je mrtvé. 

. 

 

3.1.5 Himantoglossum robertianum 

3.1.5.1 Klíčivost semen 

 

Tento pokus měl n = 3-5 opakování na variantu, a celkově 21 misek. Z napočítaných 11804 

objektů v celém pokusu byly relativně vysoké klíčivosti ve všech variantách. Průměrně na jednu 

misku bylo 142,3 ± 389 objektů. Inhibiční efekt NO3
- na klíčivost by potvrzen i u tohoto druhů (χ 

2 (4) = 20.835, p = 0.0003415; obr. 20a). Mortalita všech objektů se na různých variantách 

dusičnanové řady signifikantně lišila (F[4,75]=3,805, α=0,00717, obr. 20b) a nejnižší mortalita byla 

na variantě bez přidaných dusičnanů. Mortalita „dp“ a „db“ se mezi variantami nelišila 

(F[4,75]=1,243, α=0,3; atan transformace). 
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Obrázek 20: Vliv NO3
- na a. klíčivost, b. mortalitu všech objektů H. robertianum. Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí 

(mortalit), odlišná písmena značí statisticky odlišné varianty (α = 0,05; ANOVA, TukeyC test a Kruskall-Wallis, Pairwise Wilcoxon 

test). 

3.1.5.2 Růst protokormů  

Velikost protokormů nebyla signifikantně rozdílná v rámci variant s různou koncentrací 

NO3
- /l v médiu (F[4,15]=2,441, α=0.0921; cos transformace; obr. 21). Největší prorokorm byl 

nalezen na N50 (1,22 mm), průměrná délka protokormu byla 0,563 mm. 

 

Obrázek 21: Vliv NO3
- na velikost protokormů u H. robertinum. Boxploty znázorňují mediány hodnot délek, stejná písmena značí 

statisticky stejné varianty hierarchická ANOVA (α = 0,05; TukeyC test) 
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3.1.6 Nigritella rhelicanii 

V celém pokusu bylo napočítáno 39813 objektů, s průměrem na misku činícím 

895±1660 objektů na misku. Na 31 miskách bylo n = 4-7 misek na variantu. Semena 

Nigritella rhelicanii dosahovala velmi nízkých klíčivostí na všech variantách dusičnanové 

řady. Klíčivost nitráty nebyla ovlivněna (F[1,29]=0,295 α=0,591; obr. 22), ale mortalita „dp“ 

a „db“ byla pozorovány až na vyšších koncentracích NO3
- v médiu (N10,N50 a N100; χ 2 

(5) = 11.759, p = 0.03824; Obr. 23). 

 

Obrázek 23: Vliv NO3
- na klíčivost N. rhelicanii. Boxploty 

znázorňují mediány hodnot klíčivostí, stejná písmena značí 

statisticky stejné varianty (α = 0,05; ANOVA, TukeyC test). 

 

  

Obrázek 22: Vliv NO3
- na klíčivost N. rhelicanii. Boxploty 

znázorňují mediány hodnot klíčivostí, stejná písmena značí 

statisticky stejné varianty (α = 0,05; ANOVA, TukeyC test). 
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3.1.7 Ophrys neglecta 

3.1.7.1 klíčivost semen 

 

V celém experimentu bylo napočítáno 3538 objektů s n = 4-6 misek na variantu s průměrem 

168±141 objektů na misku. Varianta s nejvyšší koncentrací NO3
- v médiu měla s vysokou  

mírou signifikance nižší klíčivost 

(F[3,17]=12,26 α=0,000163). Klíčivosti 

na nižších koncentracích NO3
- (N,N1 a 

N10) se mezi sebou statisticky 

nelišily, ale i zde došlo k mírnému 

snížení klíčivosti (obr.24). Mortalita 

„dp“ a db (χ 2 (3) = 4.2192, p = 0.2388) 

se mezi variantami dusičnanové řady 

nelišila. Mortalita všech objektů 

vykazovala viditelný mírný nárůst se 

zvyšující se koncentrací NO3
-, nebyla 

ale průkazná (F[3,17]=0,875, α=0,473). 

U tohoto druhu výrazně převažovaly 

útvary „b“ nad „p“ bez ohledu na 

variantu.  

 

 

3.1.7.2 Růst protokormů  

Rozdíly velikosti protokormů Ophrys neglecta byly mezi variantami dusičnanové řady 

téměř signifikantní (F[3,15]=3.22, α=0.0529) se stejným trendem jako klíčivost tohoto druhu (obr. 

25). Největší protokorm měl průměr 2,64 mm a průměrně protokormy dosahovaly průměru 

0,87mm.  

Obrázek 24: Vliv NO3
- na klíčivost O. neglecta po 49 dnech od výsevu. 

Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí, odlišná písmena značí 

statisticky odlišné varianty (α = 0,05; ANOVA, TukeyC test). 
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Obrázek 25: Vliv NO3
- na velikost protokormů u O. neglecta. Boxploty znázorňují mediány hodnot délek, stejná písmena značí 

statisticky stejné varianty, hierarchická ANOVA α = 0,05; TukeyC test). 

 

3.1.8 Pseudorchis albida 

3.1.8.1 Klíčivost semen  

 

V tomto pokusu bylo napočítáno 20392 objektů na 36 miskách, n=4-12 s průměrem 

566±405 objektů na misku. Inhibiční efekt NO3
- byl u tohoto druhu nejsilnější, ze všech 

testovaných druhů, s vzrůstající koncentrací NO3
- v médiu klíčivost prudce klesala (F[4,31]=44,51 

α=2,02×10-12, sqrt transformace; obr. 26).  
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Obrázek 26: Klíčivost P.albida na dusičnanové řadě. Boxploty znázorňují mediány klíčivostí, statisticky odlišné varianty jsou 

označeny odlišným písmenem (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 

 

Pokus byl celý opakován, v tomto případě bylo napočítáno 2143 objektů na 24 miskách a 

n=4-12 opakováními na variantu s průměrem 89±85 objektů na misku. Mezi variantami 

dusičnanové řady byly rozdíly signifikantní (χ 2 (2) = 9.1052, p = 0.010; obr.27) a na jiné variantě 

jako N0 v tomto případě nebyla klíčivost zaznamenána.  

 

Obrázek 27: Klíčivost P.albida na dusičnanové řadě. Boxploty znázorňují mediány klíčivostí, statisticky odlišné varianty jsou 

označeny odlišným písmenem (α = 0,05; Kruskall-Wallis, Pairwise Wilcoxon test). 
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3.1.8.2 Růst protokormů  

Velikost protokormů byla signifikantně ovlivněna NO3
- (F[3,2]=46.31, α=0.0212) 

Největší protokormy byly nalezeny na médiu bez NO3
- (3.10 mm; obr. 28). Se zvyšující se 

koncentrací NO3
- v médiu se zmenšovala i velikost a početnost protokormů kde při 50mg 

NO3
-/ l byl zaznamenán jediný malý protokorm a při 100 mg NO3

- l nebyl zaznamenán ani 

jeden. 

 

Obrázek 28: Délky protokormů P.albida v závislosti na zvyšujícím se obsahu NO3
- v médiu. Boxploty znázorňují mediány hodnot 

klíčivostí, odlišná písmena značí statisticky odlišné varianty, varianta N50 se statisticky nehodnotila, obsahovala totiž jenom jediný 

protokorm (α = 0,05; hierarchická ANOVA, TukeyC test). 

 

3.2. Symbiotické výsevy 

 

V pokusu s houbou B1 bylo napočítáno 9636 objektů s průměrem 385.44±537 objektů na 

misku a n=4-5 misek na variantu (24 celkem). Inhibiční efekt nitrátů na klíčení semen s houbou 

B1 zde pozorován nebyl, ale rozdíly mezi variantami byly průkazné (F[4,20]=3,001 α=0,0432, obr. 

29a) s nejvyšší klíčivostí na variantě s 10 mg NO3
-/l média (obr. 29a). Mortalita „p“ a „b“ 

(F[4,20]=1,053, α=0.405, data transformována funkcí sqrt), ani všech objektů (F[4,20]=0,579, α=0,681, 

data transformována funkcí sqrt) se nelišila se zvyšující koncentrací NO3
- v médiu a ani 

nevykazovala žádný trend. 

V pokusu s houbou Q404 bylo napočítáno 6485 objektů s průměrem na misku 

463,2143±701 objektů a n= 2-5 misek na variantu (14 misek celkem). Semena klíčila na všech 

variantách média s nitráty se zajímavým trendem mírně stoupající klíčivosti se stoupající 
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koncentrací NO3
- v médiu (obr. 29b), který ale nevyšel statisticky průkazně (F[4,9]=0,368 α=0,826). 

Mortalita „dp“ a „db“ (F[4,9]=1,881, α=0.198), ani všech mrtvých objektů se nelišila v rámci variant 

dusičnanové řady (χ 2 (4) = 5.4231, p = 0.2466), ani nevykazovala žádný trend. 

 

Obrázek 29: Vliv dusičnanů na klíčivost symbiotického výsevu G. conopsea po 3 měsících a. houba B1, „b“. houba Q404. Boxploty 

znázorňují mediány hodnot klíčivostí, odlišná písmena značí statisticky odlišné varianty (α = 0,05; ANOVA, TukeyC test). 

 

3.3 Vliv donorů a zhášečů NO na klíčivost vybraných druhů 

orchidejí 

3.3.1 SNP  

3.3.1.1 Dactylorhiza majalis 

V tomto experimentu bylo napočítáno 4280 objektů na n=2-5 miskách na variantu a 

průměrným počtem 83±68 objektů na misku. Kontrola k tomuto experimentu je uvedena v kapitole 

3.1.3 vlivu NO3
- na klíčivost jako 2. opakování. Klíčivost vykazovala na variantách s různou 

koncentrací NO3
- v médiu a zároveň přidaným 10 µM SNP podobný trend jako u kontroly bez 

SNP, ale statisticky se již nelišila (F[3,10]= 3,101, α=0.076) (obr. 30a). Mrtvé „dp“ a „db“ byly 

v rámci variant rozloženy náhodně (χ 2 (3) = 2.8017, p = 0.4232), stejně tak jako všechny mrtvé 

objekty (F[3,10] =1,039, α=0,417). Na variantách s různými koncentracemi NO3
- a zároveň 100 µM 

SNP se klíčivost snížila oproti předchozí variantě s vysoce signifikantními rozdíly mezi variantami 

(F[3,17] =15,52, α=4.05e-05, Obr 30b). Mortalita „dp“ a „db“ se  v rámci variant nelišila (χ 2 (3) = 
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7.4791, p = 0.0581) s výskytem „dp“ a „db“ jen ve dvou nejsilnějších koncentracích NO3
-. 

Mortalita všech objektů se v rámci variant nelišila (F[3,17] =1,524, α=0.244) bez výrazného trendu. 

Klíčivosti na variantách s různou koncentrací NO3
- a zároveň s přidaným 1 µM SNP se statisticky 

nelišily (F[3,12] =1,451, α=0.277; obr 30c), klíčivosti v této variantě byly nejnižší v tomto 

experimentu až na médium N100 kde se klíčivost jen nepatrně zvýšila (obr. 30c). Mortalita „dp“ a 

„db“ se mezi variantami s různými koncentracemi NO3
- nelišila (F[2,8] =0,756, α=0.5) ale všechny 

mrtvé objekty nebyly v rámci variant rozděleny náhodně (F[2,8] =13.96, α=0.00246, data 

transformována funkcí obrácená hodnota; obr. 30d). 

 

 

Obrázek 30: Vliv NO3
- na klíčivost D. majalis za současného přidání a. 10µM, b. 100µM, c.1µM SNP a d. mortalita všech objektů 

v závislosti na obsah NO3
- v médiu za současného přidání 1µM SNP. Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí (mortalit), 

rozdílná písmena značí statisticky odlišné varianty (ANOVA, TukeyC, Krusall-Wallis, Pairwise Wilcoxon test). 
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Klíčivosti se na médiích bez přidaného NO3
-   signifikantně lišily v závislosti na koncentraci SNP 

(F[3,12]=6.233, α=0.00853, Obr. 31). Zatímco dvě nižší koncentrace klíčivost signifikantně 

neměnily, na nejvyšší koncentraci SNP 1mM došlo k výraznému poklesu klíčivosti (Obr. 31). 

Mortalita „dp“ a „db“ se mezi variantami dusičnanové řady nelišila (χ 2 (3) = 3.4728, p = 0.3243), 

stejně tak jako mortalita všech zhnědnutých objektů (F[3,12]=0.418, α=0.743), a obojí bez 

znatelného trendu. 

 

 

Obrázek 31: Vliv různých koncentrací SNP na klíčivost D. majalis bez přidání NO3
-. Boxploty znázorňují mediány hodnot 

klíčivostí, různé písmena značí statisticky rozdílné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 

 

3.3.1.2 Gymnadenia conopsea 

V tomto pokusu s Gymnadenia conopsea bylo napočítáno 3214 objektů na 53 miskách 

s počtem opakování n=2-10 misek na variantu a s průměrem 136±316 objektů na misku. V celém 

experimentu se do stádia „b“ nebo „p“ dostaly pouze 4 objekty na 4 miskách a nelze proto 

vyvozovat žádné závěry. Mrtvé objekty se v tomto pokusu nevyskytovaly. 

3.3.1.3 Pseudorchis albida 

V tomto pokusu s Pseudorchis albida bylo napočítáno 15547 objektů na n=6-11 miskách 

na variantu a průměrným počtem 228±361 objektů na misku. Klíčivosti v tomto pokusu byly velice 

nízké a semena klíčila jen na variantách bez přidaného NO3
- (Obr. 32a,b,c a d). Na kontrolní 

variantě bez přidaného SNP byla klíčivost nejvyšší a klíčivosti se mezi variantami signifikantně 
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lišily (χ 2 (2) = 7.5876, p= 0.02; obr. 32a), rozdíly mezi variantami dusičnanové řady za součastného 

přidání 10µM SNP se nehodnotily, klíčivost zde byla zaznamenána jen na 2 miskách varianty N0 

(obr. 32b). Klíčivosti zde ale byly nižší než na kontrolní variantě a na dusičnanové řadě za 

součastného přidání 100 µM SNP byly klíčivosti nejnižší. Rozdíly mezi variantami dusičnanové 

řady za součastného přidání 100 µM SNP byly průkazné (χ 2 (2) = 8.7861, p= 0.01; obr.32c). 

Vzhledem k malému počtu jiných objektů než „s“ další hodnocení neprobíhalo.  

Porovnávání médí N0 se všemi koncentracemi SNP nezjistilo signifikantní rozdíl 

(F[2,19]=0.73 α=0.495; Obr. 32d). Objekty „dp“ a „db“ se stejně tak jako všechny mrtvé objekty 

vyskytovaly pouze ojediněle. 

 

 

 

 

 

Obrázek 32: Vliv NO3
- na klíčivost P. albida zasoučastného přidání a. 0 µM SNP, b. 

10 µM SNP, c. 100 µM SNP a d. vliv různých koncentrací SNP na médiu N0 na 

klíčivost. Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí, stejná písmena značí 

statisticky stejné varianty (α = 0,05;Kruskal-Wallis, Pairwise Wilcoxon test). 

  



70 

 

3.3.2 PTIO 

3.3.2.1 Dactylorhiza majalis 

V tomto eperimentu s Dactylorhiza majalis bylo napočítáno 5275 objektů na 56 miskách 

s průměrem 96±161 objektů na misku. Kontrola k tomuto experimentu je uvedena v kapitole 3.1.3 

vlivu NO3
- na klíčivost jako 2. opakování. Při koncentraci 10µm PTIO se klíčivost vlivem NO3

- 

snižovala, ale pouze mírně a na 5% hladině pravděpodobnosti nebyly rozdíly signifikantní (F[3,14]= 

3,24, α=0.0544; cos transformace; obr. 33a). Mortalita „dp“ a „db“ se mezi variantami dusičnanové 

řady nelišila (χ 2 (3) = 4.528, p =0.2098) s výskytem jen na variantách N0 a N1. Mortalita všech 

objektů se mezi variantami dusičnanové řady také nelišila (F[3,14]= 0,492, α=0.693), bez znatelného 

trendu. Klíčivost se signifikantně lišila mezi variantami dusičnanové řady za součastného přidání 

100µm PTIO (F[3,16]= 3,344, α=0.0457; obr. 33b) kde varianty dusičnanové řady N10 a N100 

vykazovaly nárust klíčivosti oproti předešlé variantě. Jen 1 db se vyskytoval na jediné misce N100 

a všechny mrtvé objekty byly mezi variantami dusičnanové řady rozděleny náhodně (F[3,16]=1.5, 

α=0.253). 

Výrazně nejnižší klíčivost byla pozorována na dusičnanové řadě za součastného přidání 

1mM PTIO. Klíčivost se zde signifikantně lišila mezi variantami (F[2,14]= 24,29, α=2.81×10-5; sqrt 

transformace; obr.33c). Objekty „dp“ a „db“ se zde vyskytovaly jen na jediné misce N0 a všechny 

mrtvé objekty se vyskytovaly náhodně (F[2,14]= 0,855, α=0,446) s mírným klesajícím trendem se 

stoupajícím obsahem NO3
- v médiu. 
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Obrázek 33: Vliv NO3
- na klíčivost D. majalis za součastného přidání a. 10 µm PTIO, b 100 µm PTIO, c. 1mM PTIO a d. vliv 

přidání ůzných koncentrací PTIO do média bez NO3
- na klíčení D. majalis. Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí, rozdílná 

písmena značí statisticky rozdílné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 

Samotné přidání PTIO do média bez dusičnanů (N0) vedlo k výraznému poklesu klíčivosti 

na nejvyšší koncentraci (1mM PTIO), ale rozdíl na 5% hladině pravděpodobnosti nevyšel průkazně 

(F[3,17]= 2,981, α=0,606, Obr 33d). Objekty „dp“ a „db“ se vyskytovaly málo a náhodně (χ 2 (3) = 

4.5932, p=0.2041) a všechny zhnědnuté objekty se také vyskytovaly mezi variantami s různou 

koncentrací PTIO náhodně (F[3,17]= 0,108, α=0,954). 

  

3.3.2.2 Gymnadenia conopsea 

V tomto pokusu bylo napočítáno 8379 objektů na 41 miskách s počtem opakování n=3-8 

misek na variantu s průměrem 204±605 objektů na misku. V celém experimentu se do stádia „b“ , 
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„p“, „db“ nebo „dp“ dostaly 4 objekty na 4 miskách a nelze vyvozovat žádné závěry. „dp“ a „db“ 

se vyskytovaly v celém pokusu 4 a „ds“ 3. 

 

3.3.2.3 Pseudorchis albida 

V tomto pokusu s Pseudorchis albida bylo napočítáno 8369 objektů na n=5-9 miskách s 

průměrem 204±605 objektů na misku. Semena klíčila jen na variantách dusičnanové řady N0 (obr. 

34a,b,c). Viditelné odlehlé hodnoty na médiu N100 u varianty s přidaným 10µM PTIO(obr. 34b) 

a N50 u varianty s 100 µM PTIO (obr.34c) způsobila přítomnost útvarů, které byly intermediátní 

mezi kategoriemi „b“ a „s“ a byly hodnoceny v kategorií „b“. 10µM PTIO zvýšilo klíčivost oproti 

kontrole bez PTIO, zatímco na 100µM PTIO byla klíčivost nulová. Objekty „dp“ a „db“ se 

vyskytovaly v pouze jednotlivě, stejně tak jako všechny mrtvé objekty. Porovnání médí N0 

s různými koncentracemi PTIO nebylo statisticky průkazné (χ 2 (2) = 4.2674, p= 0.1184; obr. 34d) 

s výše popsaným trendem. 
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Obrázek 34 : Vliv NO3
- na klíčivost P. albida a. bez přidání PTIO, za 

součastného přidání b. 10µM PTIO, c. 100µM PTIO a porovnání 

variant N0 s různými koncentracemi PTIO. Boxploty znázorňují 

mediány hodnot klíčivostí, stejná písmena značí statisticky nelišící se 

varianty (ANOVA, TukeyC, nebo Kruskall-Wallis, Pairwise Wilcoxon 

test). 

 

 

 

3.3.3 cPTIO 

3.3.3.1 Dactylorhiza majalis 

V tomto pokusu s Dactylorhiza majalis bylo napočítáno 5240 objektů na 20 miskách 

s počtem opakování n=(4-11) na misku a průměrem 108±436 objektů na misku. Klíčivosti na 

různých variantách dusičnanové řady se součastným přidáním 10µM cPTIO klesaly s vysokou 

signifikancí (F[3,23]= 14,65, α=1,51×10-5, Obr 35a). Objekty „dp“ a „db“ se vyskytovaly jen na 2 

miskách v celkovém počtu 3 a všechny mrtvé objekty se vyskytovaly náhodně v rámci variant 

(F[3,23]= 1,423, α=0,262). Klíčivosti se mezi různými variantami dusičnanové řady se součastným 
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přidáním 100µM cPTIO nelišily (F[3,21]= 1,285, α=0,306; obr. 35b) s mírně klesajícím trendem. I 

tady se „dp“ a „db“ objevily jen na 2 miskách a mrtvé objekty se na různých variantách dusičnnové 

řady vysytovaly náhodně (F[3,21]= 0,407, α=0,75). 

  

Obrázek 35: Vliv NO3
- na klíčivost D. majalis za součastného přidání a. 10µM cPTIO, b. 100µM cPTIO. Boxploty znázorňují 

mediány hodnot klíčivostí, odlišná písmena začí statisticky odlišné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 

Klíčivosti na variantě N10 se od ostatních variant s přidaným cPTIO lišily průkazně (F[2,15]= 

10,26, α=0,00156, Obr 36a). Průkazně, s nejvyšším výsktem na variantě N100 se lišil i výskyt 

všech mrtvých objektů mezi různými variantami cPTIO (F[2,15]= 4,932, α=0,0226, Obr. 36b), mrtvé 

„dp“ a „db“ se vyskytovaly velice ojediněle. 

 

Obrázek 36: Vliv zvyšující se koncentrace cPTIO a. na klíčivost D. majalis, b. na mortalitu všech objektů. Boxploty znázorňují 

mediány hodnot klíčivostí (mortalit), odlišná písmena značí statisticky rozdílné varianty (α = 0,05; ANOVA, TukeyC test). 
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3.3.3.2 Ophrys neglecta 

3.3.3.2.1 Klíčivost semen  

 

V tomto pokusu bylo napočítáno 4886 objektů na 51 miskách s počtem opakování n=3-8 

misek na variantu a průměrným počtem 174±299 objektů na misku. Z variant s koncentrací cPTIO 

10 µM zůstaly bez kontaminací jen misky s médiem N100 (Obr. 37). Mrtvé „p“ a b se zde 

nevyskytovaly a průměrně zde bylo 2.95 % všech mrtvých objektů na misku, proto se mortality 

nehodnotily. Rozdíly mezi jedinou variantou která na koncentraci cPTIO 10 µM zůstala tedy N100 

a varianty N100 s přidáním 100 µM cPTIO byly průkazné (F[1,5]= 14.85, α= 0,012; obr. 37a) 

přičemž na variantě s 100 µM cPTIO byly klíčivosti nižší. Na koncentraci cPTIO 100 µM se 

klíčivost na jednotlivých variantách s přidaným NO3
- lišila signifikantně (F[3,23]= 11.25, α= 

8.25×10-5, obr. 37b) s podobným průběhem jako u klíčivosti na kontrole, ale s nižší klíčivostí. 

Mortalita všech objektů se v rámci variant s různou koncentrací nitrátů signifikantně nelišila 

(F[3,23]= 0.579, α= 0,635), ale nejvyšších hodnot dosahovala na variantě N100. Mortalita „dp“ a 

„db“ nebyla hodnocena, protože tyto mrtvé objekty se objevily jen na jediné misce N10. 

 

 

Obrázek 37: Vliv a. PTIO na klíčivost O. neglecta na variantě dusičnanové řady N100 b. klíčivost semen O. neglecta za současného 

působení 100 µM cPTIO. Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí, odlišná písmena značí statisticky odlišné varianty (α = 

0,05; ANOVA, TukeyC test). 
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3.3.3.2.2 Růst protokormů  

Velikost protokormů po přidání 100 µM cPTIO byla nižší (maximální průměr 1.232 mm, 

průměrný 0,383 mm), oproti kontrole, avšak mezi variantami nebyly rozdíly (F[3,19]=2.741, 

α=0.0718; obr 38b), ani znatelný trend. Po přidání 10 µM cPTIO byla velikost protokormů na N100 

mírně vyšší (největší protokorm měl průměr 1,55 mm a průměrný 0,606 mm), statistické hodnocení 

nebylo možné provést, protože zbyla pouze varianta s N100, ostatní varianty zkontaminovali. 

Porovnání variant N100 s přidaným 10 a 100 µM cPTIO nenlezlo rozdíl (F[1,6]=5.05, α=0.0657; 

obr. 38a), avšak byl zde znatelný mírný pokles velikosti protokormů na vyšší koncentraci NO3
-. 

  

Obrázek 38: Vliv cPTIO na velikost protokormů u O. neglecta a. délky protokormů na variantě N100 po přidání 10 a 100 µM cPTIO 

a b. délky protokormů na různých variantách dusičnanové řady za přidání 100 µM cPTIO. Boxploty znázorňují mediány hodnot 

klíčivostí, stejná písmena statisticky stejné varianty (α = 0,05; hierarchická ANOVA, TukeyC test). 

 

3.4 Analýzy obsahu NO v protokormech 

3.4.1 Lokalizace NO 

Jako první se obarvovaly vlásky protokormů (po cca 30 min) a následně (45 min v roztoku 

DAR-4M AM) se obarvovaly řezy protokormy. Barvení protokormů delší dobu (13 hodin) již dále 

nevykazovalo lepší výsledky. Varianty N0 a N100 se nelišily. U obou bylo pozorováno maximum 

koncentrace NO v apikální části protokormů okolo formujícího se meristému (obrázek 39a,b).  
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Orientačně byla pozorována také G. conopsea (2 poloviny protokormů varianty N0). Byla 

zde viditelná podobná lokalizace fluorescence jako u H. robertianum (Obr. 39c). 

 

Orientačně byla pozorována také G. conopsea (2 poloviny protokormů varianty 

N0). Byla zde viditelná podobná lokalizace fluorescence jako u H. robertianum (Obr. 39c). 

3.4.2 Měření koncentrace NO v protokormech 

 

 

Obrázek 40: Relativní intenzita fluorescence extraktu z H.robertianum (N0). V čase t=12 byla k extraktu (10mg protokormů/ ml 

fosfátového pufru) přidána 10 µM barva DAR-4M-AM pro finální koncentraci 1 µM. V čase t=316 byl přidán zhášeč PTIO pro 

finální koncentraci 1 µM a v časet=478 donor SNAP [1µM]. 

 

Fluorescenční odezva barvy DAR-4M-AM reagovala na obsah NO (obr. 40). Hodnota 

fluorescence samotného extraktu H. robertianum se nezvyšovala. Přidání barvy DAR 4M-AM k 

extraktu způsobilo průběžné zvyšování intenzity fluorescence, které zřejmě odráželo produkci NO 

rostlinným extraktem. Po přidání zhášeče PTIO se nárust fluorescence takřka zastavil a po přidání 

Obrázek 39: Fluorescence řezů protokormů po 45 minutách barvení barvivem 10µM DAR-4M AM. a. H.robertianum které bylo 

pěstováno N0, zvětšení 4x b. H .robertianum pěsovánona médiu s N100 a při zvětšení 4x c. G. conopsea která byla kultivována na médiu 

N0, při zvětšení 10x. Všechny obrázky byly foceny za stejného expozičního času 2 s, a citlivosti na světlo ISO 100. 
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donoru NO SNAP se nárůst urychlil (obr. 40). 

Dalším zjištěním bylo že intenzita fluorescence barvy DAR 4M-AM reagovala neprůkazně 

(F[2,6]=3.565, α=0.0954; obr. 41), ale s výrazným trendem na koncentraci SNAP. Výsledek byl ale 

vzhledem k velké variabilitě neprůkazný. Při vysokých koncentracích SNAP (10x vyšší 

koncentrace) nereagovala což mohlo být způsobeno samozhášením barvy za vysokých koncentrací 

NO produkovaných SNAP (Obr. 41). Při 10x vyšší koncentraci barvy odezva také neodpovídala 

koncentraci SNAP. 

 

Obrázek 41: Fluorescence barvy DAR 4M-AM v závislosti na koncentraci SNAP. Boxploty znázorňují mediány fluorescence barvy, 

stejná písmena statisticky stejné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 

Posledním zjištěním bylo že extrakt z protokormů D. majalis pěstovaných na médiu N100 měl 

signifikantně vyšší fluorescenci (F[1,5]=8.492, α=0.0332) než ten z protokormů pěstovaných na 

médiu N0 (Obr. 42). Intenzita fluorescence extraktů z varianty N0 nerostla, a docházelo dokonce 

k jejímu mírnému poklesu, což mohlo být způsobeno samozhášením barvy (Obr. 42). Ukázková 

křivka fluorescence varianty N100 je na obr. 43. 
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Obrázek 42: Fluorescence extraktu z protokormů D.majalis pěstovaných na médiích s různými koncentracemi NO3
- s barvivem 

DAR 4M-AM detekujícím NO. Boxploty znázorňují mediány fluorescence barvy, rozdílná písmena statisticky odlišné varianty (α 

= 0,05;ANOVA, TukeyC test). 

 

Obrázek 43: Průběh křivky intenzity fluorescence etraktu z D. majalis obarveného DAR 4M-AM v čase (s). Protokormy byly 

kultivováy na variantě N100. 

3.5 Obsah endogenních sacharidů v protokormech 

Experiment byl proveden jen s druhem Dactylorhiza majalis. U změřených 26 vzorků (N0-

7;N1-6;N10-6 a N100-7 vzorků) se obsah sacharózy F[3,22]=2,013, α=0.142, glukózy F[3,22]=0,884, 
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α=0.465, neznámého sacharidu F[3,22]=0,595, α=0.625, fruktózy F[3,22]=0,409, α=0.748 a ani 

celkový obsah rozpustných sacharidů F[3,22]=1,917, α=0.156 nelišil na různých koncentracích NO3
- 

v médiu (obr.44a,b,c,d).  

 

 

 

 

  

  

Obrázek 44: Vliv NO3
- na obsah rozpustných sacharidů v protokormech D. majalis. Zleva nahoře a. sacharóza,b. glukóza,c. 

neznámý sacharid a d. fruktóza. Boxploty znázorňují mediány hodnot obsahu rozpustných sacharidů, stejná písmena značí 

statisticky stejné varianty (α = 0,05; ANOVA, TukeyC test). 
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Při zjišťování obsahu škrobu bylo změřeno 26 

vzorků (N0-7; N1-6; N10-6 a N100-7 vzorků). 

Rozdíly v obsahu škrobu na různých koncentracích 

NO3
- v médiu nebyly průkazné (F[1,24]=0,167, 

α=0.889; sqrt transformace, obr.45).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.6 Vliv wolframanu na klíčení semen 

 

Pokus s wolframanem byl proveden jen s druhem Gymnadenia conopsea. Celkem bylo 

napočítáno 19218 objektů, na 71 petriho miskách s průměrným počtem 407±382 objektů na misku. 

Obrázek 47: Vliv dusičnanů na mortalitu protokormů G. 

conopsea na médiu bez přidaného wolframanu. Boxploty 

znázorňují mediány mortalit, odlišná písmena značí 

statisticky odlišné varianty (α = 0,05; ANOVA, TukeyC 

test). 

Obrázek 45:Vliv dusičnanů na obsah škrobu v protokormech 

D. majalis. Boxploty znázorňují mediány hodnot obsahu 

škrobu, odlišná písmena značí statisticky odlišné varianty (α 

= 0,05; ANOVA, TukeyC test). 

Obrázek 46: Vliv dusičnanů na klíčivost semen Gymnadenia 

conopsea bez přidání wolframanu. Boxploty znázorňují 

mediány klíčivostí, odlišná písmena značí statisticky odlišné 

varianty (α = 0,05; ANOVA, TukeyC test). 
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Klíčivosti v tomto experimentu byly jedny z nejnižších vůbec u G.conopsea.Klíčivosti v 

kontrolních variantách bez přidaného wolframanu (3 varianty média s koncentracemi NO 0, 50 a 

100 mg/l) potvrdily inhibiční efekt nitrátu na klíčení semen Gymnadenia conopsea (ANOVA, 

F[1,27]=9,472, α=0.00474; Obr. 47). Mortalita všech objektů (kategorie db,dp a ds) v závislosti na 

obsahu NO3
- v médiu také klesala (F[1,27]=6,75, α=0.015; obr 46). Mortalita protokormů a 

nabobtnaných embryí (kategorie „p“ a „b“) se nelišila mezi variantami dusičnanové řady 

(F[1,27]=3,793, α=0.0619), ale vykazovala stejný trend jako mortalita všech objektů.  

 

Obrázek 48:Vliv NO3
- na klíčivost G. conopsea při současném přidání a. 50 mg/l, b. 100 mg/l wolframanu. Boxploty znázorňují 

mediány klíčivostí, odlišná písmena značí statisticky odlišné varianty (α = 0,05; ANOVA, TukeyC test). 

 

I když klíčivosti byly nízké, je zde patrné že po aplikaci wolframanu rostliny na testovaných 

variantách média s NO3
- nereagovaly stejně jako při kontrole, klíčivost se nesnižovala s koncentrací 

NO3
- v médiu při 50mg (F[1,18]=0,019, α=0.892, sqrt transformace; obr. 48a) ani při 100 mg 

wolframanu přidaného do média (F[1,20]=0,062, α=0.806, sqrt transformace; obr. 48b). Samotný 

přídavek wolframanu do média bez NO3
- snížil klíčivost na variantách s 50 mg/l a 100 mg/l jen 

minimálně (F[2,20]=0,371, α=0.695; obr. 49). Závislost všech mrtvých  
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Obrázek 49: Vliv wolframanu na klíčivost semen G. conopsea bez 

přítomnosti NO3
- (N0). Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí, 

stejné písmena značí statisticky stejné varianty (α = 0,05;ANOVA, 

TukeyC test). 

 

 

 

 

 

 

 

objektů v obou variantách na obahu NO3
- v médiu (50 wolframanu mg/l: F[1,18]=2,048, α=0.17, 100 

mg/l wolframanu: F[1,20]=0,872, α=0.362) ani závislost mrtvých protokormů („dp“) a bezvláskatých 

protokormů („db“) na obsahu NO3
- v médiu (50 mg wolframanu/l: F[1,18]=1,121, α=0.286, 100mg 

wolframanu /l: F[1,20]=0,025, α=0.875) nevykazovaly žádný znatelný trend. 

 

3.7 Vliv kontrolních látek na klíčení některých druhů 

orchidejí 

3.7.1. CaCl2 

3.7.1.1 Gymnadenia conopsea  

V tomto pokusu bylo napočítáno 17855 objektů na n=15-18 miskách s průměrem 275±669 

objektů na misku. Klíčivosti se mezi variantami s různou koncentrací CaCl2 nelišily (F[4,72]=0,292, 

α=0.882) stejně tak jako výskyt mrtvých „dp“ a „db“ (F[4,72]=0,701, α=0.594) a mortalita všech 

objektů (F[4,72]=0,755, α=0.558; obr. 54) mezi variantami dusičnanové řady. Kromně mírného 

klesajícího trendu mortality „dp“ a „db“ se zvyšujícím se obsahem NO3
- v médiu nebyl znatelný 

žádný znatelný trend u klíčivosti nebo mortality všech objektů. Kontrola k tomuto pokusu je 

uvedena v kapitole o vlivu klíčivosti semen G. conopsea na různé koncentrace NO3
- jako čtvrté 

opakování (viz kapitola 3.1.4.1 Gymnadenia conopsea agg.), a je zde zobrazena její N0 varianta. 
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Obrázek 50: Klíčivost G. conopsea na médiích s různou koncentrací CaCl2. Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí, stejná 

písmena značí statisticky stejné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 

 

3.7.1.2 Pseudorchis albida 

V tomto pokusu bylo napočítáno kvůli vysoké množství kontaminací jen 696 objektů na n= 

1-7 miskách (N0:7, N50:2, N100:1) s průměrem na misku 313±162 objektu. Statistické hodnocení 

kvůli nedostatku opakování nebylo možné provést, lze ale vidět spíše možné zvyšování klíčivosti 

a také mortality („dp“ a „db“) se zvyšováním obsahu CaCl2 (Obr. 55). 

 

Obrázek 51: Vliv CaCl2 na a. klíčivost a b. mortalitu „p“ a „b“ P. albida. Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí (mortalit; 

α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 
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3.7.2 MgSO4 

3.7.2.1 Gymnadenia conopsea 

V tomto pokusu bylo napočítáno 5366 objektů na 27 miskách n=4-6 (N0:4; N1: 7;N10: 6; 

N50:5; N100:5) s průměrem 198,7407±150 objektů na misku. Klíčivost na různých variantách 

s přidaným MgSO4 se statisticky nelišila (F[4,22]=2,306, α=0.0903, sqrt transformace; obr. 56a), 

stejně tak jako mortalita (χ 2 (4) = 9.4169, p= 0.05148). 

Pokus byl zopakován. Zde bylo napočítáno 17812 objektů na n=16-21 misek s průměrem 

na misku 247±285 objektů. Klíčivosti se mezi variantami s různou koncentrací MgSO4 nelišily 

(F[4,79]=0,662, α=0.62, Obr. 56b). Mrtvé „p“ a „b“ se mezi variantami dusičnanové řady 

vyskytovala náhodně (F[4,79]=0,714, α=0.585) stejně tak jako všechny mrtvé objekty (F[4,79]=0,815, 

α=0.52), obojí bez jakéhokoli trendu. Kontrola k tomuto pokusu je čtvrté opakování pokusu 

s klíčivostí G. conopsea na různých koncentracích NO3
- (viz kapitola 3.1.4.1 Gymnadenia 

conopsea agg.) a je zde zobrazena její N0 varianta. 

 

Obrázek 52: Klíčivost G. conopsea na médiách s různou koncentrací MgSO4 , a. starší pokus a b. novější pokus. Boxploty znázorňují 

mediány hodnot klíčivostí, stejná písmena značí statisticky stejné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 

 

3.7.2.2 Pseudorchis albida 

V tomto pokusu bylo napočteno 10752 objektů na n= 3-7 (N0:7; N1:3; N10:7; N50: 5; 

N100:6) misek na variantu a s průměrem 358 ±441 objektů na misku. Klíčivosti na variantě bez 



86 

 

přidaného MgSO4 se lišily signifikantně od ostatních variant s přidaným MgSO4 (F[4,25]=15,5, 

α=1.68×10-6, sqrt transformace; obr. 53a) a také mortalita „p“ a „b“ klesala signifikantně se 

stoupající koncentrací NO3
- (F[4,25]=7,315, α=0.000481, sqrt transformace; obr. 53b).  

 

Obrázek 53: a. Klíčivost a b. mortalita P. albida v závislosti na koncentraci MgSO4 v médiu. Boxploty znázorňují mediány hodnot 

klíčivostí (mortalit), odlišná písmenna značí statisticky rozdílné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 

 

3.7.3 NaCl 

3.7.3.1 Gymnadenia conopsea 

V tomto pokusu bylo napočítáno 2650 objektů na 18 miskách n=2-5 s průměrem 176,6±154 

objektů na misku. Klíčivost (F[4,14]=2,474, α=0.0924, obr. 54a) ani výskyt „dp“ a „db“ (χ 2 (4) = 

4.3262, p= 0.3637) se mezi variantami s různou koncentrací NaCl2 nelišily. Tento pokus byl silně 

kontaminován. Kvůli kontaminacím byl pokus byl opakován. Ve druhém opakování bylo 

napočítáno 12106 objeků na n=8-16 misek na variantu s průměrem 252±281 objektů na misku. 

Klíčivost zde nebyla ovlivněna přidáním NaCl2 (F[4,55]=0.642, α=0.635, Obr. 54b) a stejně tak se 

náhodně vyskytovaly mrtvé „dp“ a b“ (F[4,55]=1,902, α=0.123, sqrt transformace) a všechny mrtvé 

objekty (F4,55]=2,042, α=0.101). U obou byl mírný trend poklesu se stoupající koncentrací NaCl. 

Kontrola k tomto pokusu je uvedena v kapitole o klíčení G. conopsea v závislosti na koncentraci 

NO3
- jako čtvrté opakování (viz kapitola 3.1.4.1 Gymnadenia conopsea agg.) a je zde zobrazena 

její N0 varianta. 
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Obrázek 54: Klíčivost G. conopsea na médiách s různou koncentrací NaCl, a. starší pokus, b. novější pokus. Boxploty znázorňují 

mediány hodnot klíčivostí, stejná písmena značí statisticky stejné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 

3.7.3.2 Pseudorchis albida 

V tomto pokusu bylo napočítáno 13834 objektů na n= 5-7 (N0:7; N1:6; N10:5; N50:6; 

N100:7) misek na variantu a průměrem 446±344 objektů na misku. Se zvyšující koncentrací NaCl 

v médiu se klíčivosti spíše snižovali, ale pouzepři koncentrci NaCl 100mg/l byla klíčivost 

signifikantně snížená oproti kontrole bez NaCl. (F[4,26]=4,764 α=0.00511, sqrt transformace, obr. 

55a). Varianta s nejvyšší koncentrací NaCl měla také signifikantně nejvyšší mortalitu „dp“ a „db“ 

(F[4,26]= 5,905 α=0.00161, sqrt transformace, obr. 55b). 

 

Obrázek 55: a. Klíčivost a b. mortalita P. albida v závislosti na koncentraci NaCl v médiu. Boxploty znázorňují mediány hodnot 

klíčivostí (mortalit), odlišná písmena značí statisticky rozdílné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 
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3.8 Vliv NH4
+ na klíčení a růst protokormů Gymnadenia 

conopsea  

V tomto pokusu bylo napočítáno 17288 objektů na n=13-18 misek na variantu s průměrem 

283±421 objektů na misku. Klíčivosti se mezi variantami s různou koncentrací (NH4)2SO4 nelišily 

(F[4,68]=0,772 α=0.547). Mortalita „dp“ a „db“ se vyskytovaly mezi variantami dusičnanové řady 

náhodně (F[4,68]=1,204 α=0.317) stejně tak jako mortalita všech objektů (F[4,68]=0,562 α=0.691),vše 

bez zjevného trendu. Kontrola k tomuto pokusu je uvedena v kapitole o vlivu klíčivosti semen G. 

conopsea na různé koncentrace NO3
- jako čtvrté opakování (viz kapitola 3.1.4.1 Gymnadenia 

conopsea agg.), a je zde zobrazena její N0 varianta (Obr. 56).. 

.  

 

Obrázek 56: Klíčivost G.conopsea v závislosti na koncentraci (NH4)2SO4 v médiu. Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí, 

stejná písmena značí statisticky stejné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 

3.9 Vliv fytohormonů na inhibiční efekt NO3
- 

3.9.1 Vliv auxinů na inhibiční efekt NO3
- 

3.9.1.1 Vliv NAA na Gymnadenia conopsea 

 

V tomto pokusu bylo napočítáno 15861 objektů na n=3-9 s průměrem na misku 180±256 objektů. 

V pokusu byly použity tři různé koncentrace NAA přidané do média. Rozdíly mezi variantami u 
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nejnižší koncentrace NAA byly průkazné (F[4,21]=5,874, α=0.00247; obr. 57a), s trendem 

podobným jako u inhibičního efektu NO3
- . Se zvyšující se koncentrací NAA docházelo k oslabení 

inhibičního efektu NO3
- a snižování rozdílů mezi variantami s různou koncentrací NO3

- na střední 

koncentraci NAA (0,1mg/l) tyto rozdíly byly signifikantní (F[5,27]=6,517, α=0,000429; obr. 57b), 

ale na nejvyšší koncentraci NAA (1mg/ml) již tyto rozdíly nebyly průkazné (χ 2 (4) = 7.6299, p = 

0.1061; obr. 57c).  

 

 

 

NAA indukovala klíčení na variantách na kterých bez ní tento druh již neklíčí, jako 

optimální koncentrace se zdá 0,01mg/l.  

Ve variantě s nejnižší koncentrací NAA (0,01mg/l) se mezi variantami dusičnanové řady 

mortalita „dp“ a „db“nelišila (F[4,21] =1.096, α=0.384), ani nevykazovala žádný trend. Varianta 

s 0,1 µg/l NAA měla mortalitu „dp“ a „db“ největší na variantách dusičnanové řady s nejnižší 

koncentrací NO3
- (F[4,24]=4.31, α=0.00908). Ve variantě s 1 µg/l NAA se výskyt „dp“ a „db“ mezi 

variantami dusičnanové řady signifikantně lišil (F[4,27] = 19.35, α=1.3×10-7).  

 

3.9.1.2 Vliv NAA na Pseudorchis albida 

V tomto pokusu bylo napočítáno 21103 objektů na n= 3-9 miskách na variantu s průměrem 

257.3±686.6 objektů na misku. Kontrola k tomuto pokusu je v kapitole o vlivu NO3
- na klíčivost 

P. albida (viz 3.3.5 Pseudorchis albida). Nejvyšší klíčivosti byly na variantě N0 za současného 

Obrázek 57: Vliv NO3
- na klíčení G. conopsea po přidání a. 0,01mg/l ,b. 0,1 mg/l a c. 1mg/l NAA do média. Boxploty znázorňují 

mediány hodnot klíčivostí, odlišná písmena značí statisticky rozdílné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 
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přidání 0.01mg/l NAA. Zde byla klíčivost nejvyšší a rozdíly mezi variantami byly průkazné (χ 2 (3) 

= 18.506, p = 0.0003458; obr. 58a). U varianty N0 za současného přidání 0.1 mg/l NAA byla 

klíčivost nižší (χ 2 (3) = 7.9706, p = 0.04662; obr. 58b) ale po přidání 1mg/l NAA se zase zvýšila a 

byla zde pozorována klíčivost i na variantě N1 (χ 2 (4) = 17.35, p = 0.001653; obr. 58c). Objekty 

„dp“ a „db“ se vyskytovaly jen na variantách N0 za současného přidání 0,01mg/l NAA a na 

variantách N0 a N1 za současného přidání 1mg/l NAA. 

 

 

Obrázek 58: Vliv NO3
- na klíčivost P.albida za součastného přidání a. 0,01mg NAA/l, b. 0,1 mg NAA/l, c. 1mg NAA/l. Boxploty 

znázorňují mediány klíčivostí, stejná písmena značí statisticky stejné varianty. (α = 0,05; ANOVA, TukeyC test nebo Kruskall-

Wallis test). 

 

 

3.9.1.3 Vliv NAA na Orthilia secunda 

Jediná testovná rostlina z čeledi Ericaceae, byla testována bez existující kontroly. V tomto 

pokusu bylo napočteno 12621 objektů na n=2-13 misek na variantu a průměrem 160±498 objektů 

na misku. Vliv přidání 0,01mg/l NAA mezi variantantami dusičnanové řady nebyl průkazný 

(F[4,24]= 0.628, α=0.647; obr. 59a.), stejně tak jako po přidání 0,1mg/l NAA (F[4,21] = 1.39, α=0.271; 

obr 9b.) a 1mg/l NAA (F[4,21] = 1.027, α=0.417; obr 9c). Vzhledem k tomu že tato rostlina netvoří 

protokormy ale jiné mykoheterotrofní útvary (obr 59d) nebyly hodnoceny kategorie „p“, „b“,“dp“ 

ani „db“ ale pouze semena, vyklíčené objekty a zhnědlé vyklíčené objekty. Mrtvý vyklíčený objekt 

byl pozorován jenom jeden. 
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Obrázek 59: Vliv NO3
- na klíčivost O. secunda za součastného přidání . 0.01mg/l NAA, b. 0,1 mg/l NAA a c. 1mg/l NAA d. 

vyklíčená O. secunda. Boxploty znázorňují mediány klíčivostí, stejná písmena značí statisticky stejné varianty (α = 0,05; ANOVA, 

TukeyC test). 

 

3.9.2 Vliv cytokininů na inhibiční efekt NO3
- 

3.9.2.1 Vliv kinetinu na Gymnadenia conopsea 

V tomto pokusu bylo napočítáno 20574 objektů na n=3-5 miek na variantu s průměrem 

411±903 objektů na misku. Vliv přidání 0,01 mg/l (χ 2 (4) = 5.0629, p = 0.2809; obr. 60a) a 0,1 mg/l 

(F[4,23] = 1.978, α=0.132; obr 60b.) kinetinu na inhibiční efekt NO3
-na klíčivost Gymnadenia 

conopsea nebyl průkazný. Přidání 1mg/l kinetinu způsobilo sice průkazný rozdíl (χ 2 (4) = 13.802, 

p = 0.007956), ale párový test mezi variantami rozdíl nenašel (obr. 60c). Byl zde ale patrný trend 

indukce klíčivosti kinetinem na inhibičních koncentracích NO3
-, přičemž jako optimální se jeví 
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koncentrace 0,1mg/l kinetinu v médiu. Na variantě s 1mg/l kinetinu byly protokormů nápadně 

protažené (obr. 60d). Na všech 3 variantách s přidaným kinetinem byly mrtvé protokormy 

a bezvláskaté protokormy (0,01mg/l: χ 2 (4) = 6.945, p = 0.01388; 0,1mg/l: F[4,27] = 2.337, α=0.0808; 

1mg/l: F[4,29] = 2.143, α=0.101) stejně jako špatné semena (0,01mg/l: F[4,23] = 1.466, α=0.245; 

0,1mg/l: F[4,27] = 1.872, α=0.144; 1mg/l: F[4,29]= 2.154, α=0.0994) rozloženy v rámci variant 

náhodně. Kontrola viz kapitola 3.1.4. 

 

 

  

Obrázek 60: Vliv NO3
- na klíčivost G. conopsea za součastného přidání a. 0,01mg/l, „b“.0,1mg/l, c. 1mg/l kinetinu d. fotografie 

prodlouženého protokormu na variantě s 1mg/l kinetinu. Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí, stejná písmena značí 

statisticky stejné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 
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3.9.2.2 Vliv BAP na Gymnadenia conopsea 

V tomto experimentu bylo napočítáno 23427 objektů na n=5-13 miskách na variantu 

s průměrem  215±593 objektů na misku. Vliv NO3
-za součastného přidání 0,01 mg/l BAP v tomto 

experimentu nešlo statisticky vyhodnotit, protože zde nebyl dostatek opakování, je zde jen vidět 

klesající trend klíčivosti (obr. 61a). Vliv NO3
- za součstného přidání 0,1 mg/l BAP byl vysoce 

signifikantní (F[2,17] = 38.02, α=5,31×10-7; obr. 61b) s výrazně nižší klíčivostí na variantách s 50 a 

100mg/l NO3
- jak na 1 mg/l NO3

- . Klíčivosti na variantách s různou koncentrací NO3
-za 

součastného přidání 1mg/l BAP byly rozmístněny náhodně (F[5,28] = 0,27 α=0.926; obr. 61c). 

Mortalita všech mrtvých objektů se na variantách s 0,01 mg/l BAP se kvůli malému počtu 

opakování nedalo statisticky vyhodnotit, na variantách s BAP 0,1mg/l (F[2,17] = 0,589 α=0.566) a 

s BAP 1 mg/l (χ 2 (5) = 3.6794, p = 0.5964) byly mrtvé objekty rozmístněny náhodně. 

Stejný pokus byl kvůli početným kontaminacím opakován ještě jednou. Napočítáno zde 

bylo 29065 objektů na n=2-13 miskách na variantu s průměrem  218±589 objektů na misku. Zde 

nebyla závislost klíčivosti na přidaném NO3
- za součastného přidání 0,01 mg/l BAP (F[4,35] = 0,898 

α=0.475; obr. 62a), 0,1 mg/l BAP (F[4,27] = 1,865 α=0.146; obr. 62b), ani 1mg/l BAP (χ 2 (4) = 

0.47162, p = 0.9762; obr. 62c) průkazná. Mortalita „dp“ a „db“ se v rámci variant dusičnanové 

řady na koncentracích BAP 0,01mg/l (F[4,35] = 0,306 α=0.872), a BAP 1mg/l (F[4,30] = 0,479 

α=0.751) nelišila ani nevkazovali žádný trend, ale průkazně se lišila u variant s BAP 0,1mg/l (F[4,27] 

= 3,36 α=0.0235; data transformována funkcii sqrt; obr. 62d). Kontrola k tomuto pokusu je 

v kapitole 3.1.4.1 jako druhé opakování. 
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Obrázek 61: Vliv NO3
- na klíčivost G. conopsea za součastného přidání a. 0,01mg/l, b.0,1mg/l, c. 1mg/l BAP, starší experiment. 

Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí, stejná písmena značí statisticky stejné varanty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 
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Obrázek 62: Vliv NO3
- na klíčivost G. conopsea za součastného působení a. 0,01 mg/l BAP, b. 0,1mg/l BAP, c. 1mg/l BAP, d. 

mortalita „p“ a „b“ na variantě s 0,1mg/l BAP. Novější experiment. Boxploty znázorňují mediány hodnot klíčivostí, stejná písmena 

značí statisticky stejné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test). 

 

3.9.2.2 Vliv BAP na Pseudorchis albida 

V tomto pokusu bylo napočítáno 12547 objektů na n=2-16 misek na variantu s průměrem 

95±344 objektů na misku. Kontrola k tomuto pokusu je druhé opakování pokusu s P.albida na 

dusičnanové řdě (viz 3.1.8 Pseudorchis albida). Mezi variantami dusičnanové řady a s přidáním 

0,01 mg BAP/ l byly rozdíly také signifikantní (χ 2 (2) = 16.903, p = 0.0002136; obr. 63a), stejně 

jako po přidání 0,1 mg BAP/l (χ 2 (3) = 24.105, p = 2,375×10-5; obr. 63b) a po přidání 1mg BAP/l 

(χ 2 (4) = 30.549, p = 3.784×10-6; obr. 63c). Nejvyšší klíčivosti byly na dusičnanové řadě za 

součastného přidání 0,1 mg BAP. Vyšší klíčivosti než na kontrolní variantě byly i na dusičnanové 

řadě za součastného přidání 1 mg BAP, a naopak nižší byly jen na dusičnanové řadě za součastného 

přidání 0,01 mg BAP. Zaznamenány byly jen 2 „dp“ na variantě N0 s přidaným 1mg/l BAP.  
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Obrázek 63: Vliv NO3
- na klíčivost P.albida za součastného působení a. 0,01 mg/l BAP, b. 0,1mg/l BAP, c. 1mg/l BA. Boxploty 

znázorňují mediány hodnot klíčivostí, odlišná písmena značí statisticky rozdílné varianty. (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test nebo 

Kruskal-Wallis, Pairwise Wilcoxon test). 

 

3.9.3 Vliv GA3 na Gymnadenia conopsea 

V tomto pokusu bylo napočítáno 17692 objektů na n=3-12 s průměrem 146,214±553,287 

objektů na misku. Kontrola pro tento pokus viz kapitola 3.1.4.1. Klíčivosti se mezi variantami 

dusičnanové řady za součastného přidání 0.01 GA3 průkazně snižovali se zvyšující se koncentracií 

NO3
- (χ 2 (4) = 18.499, p = 0.0009856, obr. 64a) a průkazný rozdíl byl i ve výskytu „dp“ a „db“ 

mezi variantami dusičnanové řady (χ 2 (4) = 12.612, p = 0.01334; obr. 64b).  
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Obrázek 64: Vliv NO3
- na a. klíčivost a b. mortalitu „p“ a „b“ G. conopsea za součastného přidání 0,01 mg/l GA3. Boxploty 

znázorňují mediány hodnot klíčivostí, odlišná písmena značí statisticky rozdílné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test nebo 

Kruskal-Wallis, Pairwise Wilcoxon test). 

 Klíčivosti mezi variantami dusičnanové řady za součastného přidání 0,1 GA3 klesaly 

signifikantně, s optimem na koncentraci N1 (χ 2 (4) = 19.756, p = 0.0005581, obr. 65a). Podobné 

snižování bylo znatelné i u mortality „dp“ a „db“ (χ 2 (4) = 18.214, p = 0.001121, obr. 65b). 

 

Obrázek 65: Vliv NO3
- na a. klíčivost a b. mortalitu „p“ a „b“ G. conopsea za součastného přidání 0,1 mg/l GA3. Boxploty znázorňují 

mediány hodnot klíčivostí, odlišná písmena značí statisticky rozdílné varianty (α = 0,05;ANOVA, TukeyC test nebo Kruskal-Wallis, 

Pairwise Wilcoxon test). 

 

 

Klíčivosti se mezi variantami dusičnanové řady snižovali signifikantně i po přidání 1mg/l 

GA3 do duskově řady (F[4,27]=36.56, α=1.55×10-5, sqrt transformace, Obr. 66a), zde byla klíčivost 

na variantě N0 srovnatelná s N50 a N100. Mortalita „dp“ a „db“ se mezi variantami dusičnanové 

řady nelišila (F[4,27]=2.629, α=0.0564, Obr. 66b).  
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Obrázek 66: Vliv NO3
- na a. klíčivost a b. mortalitu „p“ a „b“ G. conopsea za součastného přidání 1 mg/l GA3. Boxploty znázorňují 

mediány hodnot klíčivostí, odlišná písmena značí statisticky rozdílné varianty. (α = 0,05; ANOVA, TukeyC test nebo Pairwise 

Wilcoxon test). 
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4. Diskuse 

4.1. Efekt NO3
- na klíčivost vybraných druhů 

Klíčivost 8 z 10 testovaných druhů se signifikantně snižovala se zvyšující se koncentrací 

NO3
- v médiu a to i v případě že byl pokus zopakován s jinou várkou sbíranou v jiném roce. Mnohé 

práce naznačují že NO3
- je pro klíčení zejména temperátních orchidejí inhibiční. Třeba Eidberg 

(1970) pozoroval ze stoupající koncentrací NH4NO3 klesání klíčivosti Orchis sancta a podobný 

pokles pozorovala Rassmussen (1995) při symbiotickém výsevu D.majalis kde používala 

koncentrace 0-5 mM NO3
-. Na druhou stranu se i temperátní druhy orchidejí pěstují na médích 

s NO3
- (např. Ponert et al. 2011, Michl 1988) a pozorován byl, sice jen velice zřídka, také 

stimulační efekt NO3
-. Přidání 826 mg Ca(NO3

-)2 do litru média (tj. 292,01 mg NO3
-) doporučují 

Ichihashi et Yamashita (1977) pro pěstování Bletilla striata a Dijk et Eck (1995) pozorovali na 

protokormech kultivovaných in vitro na 0-12mM NH4NO3, negativní efekt anorganického N na 

D.majalis, D.incarnata a D.maculata ale nerozlišují konkrétní formu N která byla za pozorovaný 

efekt odpovědná. Média používaná v této práci měla koncentrace NO3
- v rozpětí 16,129µM (1mg) 

– 1,6129mM (100mg), což jsou výrazně nižší koncentrace než ve všech ostatních pracích 

zkoumající efekt NO3
-. I na takto nízké koncentrace rostliny v této práci reagovaly i vysoce 

průkaznými rozdíly. Zde použité koncentrace NO3
- odpovídají koncentracím , které se vyskytují 

v přírodě v půdním roztoku. Na rozdíl od ostatních prací, které se zabývají vlivem koncentrací 

NO3
- , které se přirozeně nevyskytují, tak naše výsledky umožňují spekulovat o možném vlivu NO3

- 

na orchideje v přirozeném prostředí. Jednotlivé testované druhy však reagovali různě silnou 

inhibicí. Tyto rozdíly by se daly vysvětlit rozdílnými habitaty které jednotlivé druhy osídlují. 

Protože však přesné údaje o koncentracích NO3
- na lokalitách testovaných orchidejí prakticky 

chybí, využiju k provnání Ellenbergovy indikační hodnoty (EIH), které jsou na ordinační škále od 

1 do 9 a představují hodnoty teoretického ekologického optima zjištěného z terénní zkušenosti 

(Zelený 2012). Existují různé klasifikace EIH pro různé části Evropy. Kromně základních 

německých EIH (Ellenberg et al. 1991) existují také EIH upravené pro Velkou Britání (Hill et al. 

1999) a Itálii (Pignatti 2005; tab. 10). Semena A.laxiflora použitá v éto práci pocházejí z Itálie 

(Kampánie, Cilento, Stio), a proto se podržíme hodnoty EIH pro Itálií. Rozdílné hodnoty pro P. 

albida mohou být způsobeny tím, že v Itálii se vyskytuje P. albida subsp. tricupsis (Jersáková et 
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al. 2011), zatímco v Německu a Velké Britání roste P. albida subsp. albida. V této práci byla 

použita subsp. albida, a proto budu dále používat hodnoty pro Německo a Velkou Británií. Do 

skupiny Ophrys tenthredinifera sensu lato, patří i v této práci testovaný druh O. neglecta pro který 

samotný nejsou uvedeny EIH. Použity jsou proto hodnoty pro celou skupinu.  

 

Tab. 10 Různé EIH pro jednotlivé testované druhy 

druh EIH pro Německo 

(Ellenberg et al. 1991) 

EIH pro Velkou 

Británií (Hill et al. 

1999) 

EIH pro Itálií 

(Pignatti 2005) 

A. laxiflora 2 2 5 

A. morio 3 3 3 

D. majalis 3 3 - 

G. conopsea 3 3 3 

H. robertianum - - 2 

N. rhelicanii 2 - 2 

O. neglecta - - 3 

P. albida 2 2 4 

 

Zdá se že naše zjištění s EIH korelují. Nejsilnější inhibiční efekt byl pozorován u 

Pseudorchis albida, který roste na oligotrofních až mezotrofních horských stanovištích (Jersáková 

et al. 2011) dusíkem chudých s obsahem celkového N v půdě v rozmezí 0,44-1,06 % (České 

lokality, C/N analýza; Jeřábková 2006). Druhý nejsilnější inhibiční efekt byl pozorován u 

Gymnadenia conopsea což je druh mezofilních luk (Delforge 2006). Další druhy osídlující 

převážně mezofilní louky jako Anacamptis morio a Dactylorhiza majalis byly také dosti intenzivně 

inhibovány NO3
-. Nejslabší i když stále znatelná inhibice byla pozorována u Himantoglossum 

robertianum, Ophrys neglecta a Anacamptis laxiflora. První dva druhy se vyskytují i na úživnějších 

suších habitatech a poslední zmiňovaný můžeme najít i na úživnějších mokřadech (Delforge 2006, 

Trainito 2016). 

Tato zjištění vedou k závěru že pozorovaná inhibice klíčení semen NO3
- není ojedinělá, ale 

vyskytuje se u mnoha druhů a její síla pozitivně koreluje s klesající úživností stanoviště. 

Pseudorchis albida, který byl NO3
- inhibován nejsilněji v poslední době ubývá bez zjevných příčin 



101 

 

a je hodnocen v mnoha oblastech Evropy jako silně ustupující nebo silně až kriticky ohrožený 

(Tsiftis et Antonopoulos 2011, Jersáková et al. 2011). Pokud by k inhibici klíčení semen NO3
- 

docházelo i v přirozených podmínkách, mohl by být jedním z faktorů způsobujících ústup P. albida 

nárůst obsahu N v prostředí. Vlivem hnojení a zemědělských ploch se množství dostupného N 

v prostředí výrazně zvyšuje a stoupá koncentrace NO3
- (např. Ju et al. 2006, Ledox et al. 2007). 

Také úbytek jedinců D. majalis na louce po hnojení, který Dijik et Olff (1994) vysvětlovali 

vytlačením D. majalis konkurenčně silnějšími druhy by mohl být způsoben nárůstem koncentrace 

NO3
- v půdě. 

U druhů Nigritella rhelicanii, Gymnadenia conopsea a G. densiflora nebyl inhibiční efekt 

pozorován. U N. rhelicanii byla klíčivost velice nízká v celém pokusu (setiny procent) a „p“ na 

nejvyšších koncentracích NO3
-v médiu byla nápadně menší než na médiu bez NO3

-, ale nebylo. V 

případě G. conopsea a G. densiflora došlo u části pokusného materiálu během jeho kultivace ve 

tmě k jeho vyndání ven na světlo neopatrným kolegou a při následné kultivaci v místnosti s 20°C 

teplota kolísala a pohybovala se dlouhodobě kolem 27°C. Všechen materiál který vykazoval 

odlišný efekt v závislosti na NO3
- v médiu byl vystaven těmto změneným teplotním pomínkám. 

Experimenty které vykazovaly odlišnosti byly také ukládány nově do plastových krabic které 

nahradily předtím používané papírové. Papírové krabice sice pravděpodobně umožňovali lepší 

cirkulaci plynů a nebyly utěsněny, nabízejí ale prostor pro šíření roztočů (např. rod Tyrophagus, 

kterému jsme čelili) či můžou fungovat jako substrát pro houby. Semena byla v těchto 

experimentech použita odděleně z různých stanovišť a bylo použito různých variant média, zde je 

chyba vysoce nepravděpodobná. Bez dalších experimentů je ale možné jen hádat, co zapříčinilo 

takto odlišnou odpověď.  

Celkově ale výsevové experimenty ukazují že NO3
- v médiu inhibuje klíčení semen 

širokého spektra evropských orchidejí a že tato pozorovaná inhibice koreluje s úživností jejich 

přirozeného stanoviště.  

 

4.2 Efekt fytohormonů na inhibici klíčení semen orchidejí 

způsobenou NO3
- 

Výsledky této práce ukazují, že inhibiční efekt NO3
- na klíčení lze oslabit aplikací auxinů, 

cytokininů i giberelinů. Obecně se při in vitro kultivaci orchidejí používají nejvíce cytokininy, 
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především kinetin (Ponert et al. 2013). Jeho pozitivní efekt na klíčení semen popisuje řada prací, 

např. (Steele 1996; Ponert 2009; Miyoshi et Mii 1998, Harvais 1982). Podobný efekt byl pozorován 

i u benzyladeninu (BA; Van Waes et Debergh 1986). Cytokininy však mohou také inhibovat klíčení 

nebo nemusí mít na klíčivost žádný efekt (Wilkinson et al. 1994, Borris et Voight 1986), což může 

naznačovat, že efekt cytokininů je druhově specifický, nebo závislý na koncentraci. Používané 

koncentrace se pohybují kolem 0,5- 5 mg/l (např. Van Waes et Debergh 1986, Steele 1996). 

V této práci indukovaly kinetin i BAP klíčení G. conopsea také na inhibičních 

koncentracích NO3
-, na kterých bez těchto fytohormonů neklíčila. BAP kromě toho zvyšoval 

klíčivost P. albida, ale pouze na variantě N0. Na inhibičních koncentracích NO3
- klíčení tohoto 

druhu neindukoval. Je proto možné, že v jiných pracích pozorované rozdílné účinky cytokininů na 

klíčení semen orchidejí by mohly být způsobeny nejen odlišnou reakcí různých druhů, ale také 

odlišnými experimentálními podmínkami, kdy jednotlivé práce používají odlišná média a různými 

obsahy NO3
-. V tomto kontextu je zajímavé, že klíčivost G. conopsea se v této práci vlivem 

cytokininů nezvyšovala při všech koncentracích NO3
- stejnou měrou (obr. 60). Zdá se tedy, že 

konkrétní účinek cytokininů opravdu závisí na koncentraci NO3
- a že signály NO3

- a cytokininů se 

navzájem ovlivňují.  

Efekt auxinů na klíčení semen orchidejí se zdá být častěji inhibiční (van Waes 1984, Hadley 

et Harvais 1968, Eiberg 1970) než stimulační (Wilkinson et al. 1994), i když pozorovány byly oba. 

V této práci NAA stimulovala klíčení G. conopsea také na inhibičních koncentracích NO3
-

, na kterých jinak G. conopsea neklíčila. Při všech testovaných koncentracích NAA byl ale stále 

patrný inhibiční efekt NO3
- na klíčení a NAA jej patrně pouze oslabovala. Opět lze tedy spekulovat, 

že rozdílné reakce orchidejí na auxiny pozorované v literatuře by mohly mít souvislost s obsahem 

NO3
- v kultivačním médiu. Optimální koncentrace NAA byla v této práci 0,01 mg/l a při jejích 

vyších koncentracích již docházelo k relativnímu poklesu klíčivosti. Je tedy také možné, že při 

použití jiných koncentrací NAA by autoři výše citovaných prací dospěli k odlišným závěrům.  

V případě giberelinů se na základě dostupných literárních údajů zdá, že na klíčení orchidejí 

nemají žádný efekt (např. Borris et Voigt 1986, Rasmussen 1995 a reference uvnitř) nebo klíčení 

dokonce inhibují (Wilkinson et al. 1994). V této práci GA3 nezvyšovala klíčivost na nejvyšší 

inhibiční koncentraci NO3
- N100, nicméně na nižších koncentracích NO3

- ke zvýšení klíčivosti 

docházelo. Média pro in vitro kultivaci orchidejí obvykle obsahují vyšší koncentrace NO3
-, než 100 

mg/l (Ponert et al. 2013 a citace uvnitř). Zdá se tedy možné, že výše citované práce nepozorovaly 
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žádný efekt giberelinů právě z důvodu přítomnosti vysokých koncentrací NO3
-. Efekt GA3 byl 

v této práci nelineárně závislý na koncentraci NO3
-. Při koncentraci N0 byla optimání koncentrace 

GA3 0,01 mg/l. Při koncentraci N1 už však byla optimální koncentrace GA3 0,1 mg/l (obr. 65a). 

Toto zajímavé chování nelze na základě současných znalostí vysvětlit, nicméně poukazuje na to, 

že účinky NO3
- a giberelinů se navzájem ovlivňují.  

 

4.3. Vliv mykorhizních hub na inhibici klíčení semen orchidejí 

způsobenou NO3
- 

Klíčivosti byly v symbiotických výsevech G.conopsea celkově nižší než u asymbiotických 

výsevů, ale nesnižovaly se spolu s vzrůstající koncentrací NO3
-. V případě izolátu B1 byla nejvyšší 

klíčivost na koncentraci N10, v případě izolátu Q414 dokonce na koncentraci N100. Tyto výsledky 

lze vysvětlit jen ztěží. Houby příjmají i NO3
- (Hawkins et al. 2000, Johansen et al. 1993) a v případě 

Calluna vlugaris bylo zjištěno že i když je médium zásobováno výhradně anorganickými formami 

N huba transportuje AMK do rostliny (Sokolovski et al. 2002). Bylo by tedy možné, že houby 

orchidejí odnímají NO3
- a zásobují je aminokyselinami. Další možné vysvětlení by bylo skrze 

produkci fytohormonů mykorhizními houbami. Houby jsou schopné produkce cytokininů, auxinů 

i giberelinů (Barker et Tagu 2000, Tsavkelova et al. 2006) a změny v obsahu fytohormonů byly 

opakovaně pozorovány v souvislosti s formováním jiných typů mykorhiz (shrnuto v Ponert 2009). 

Bylo by tedy možné také to, že mykorhizní houby indukovaly klíčení orchidejí dodáním 

fytohormonů. V tomto kontextu je zajímavé, že rozdíly mezi klíčivostmi G. conopsea 

v přítomnosti houby B1 silně připomínaly rozdíly v asymbiotických kulturách při koncentraci 

kinetinu 1 mg/l. Bez dalších experimentů ale nelze pozorované chování jednoznačně vysvětlit.  

4.4 Vliv NO na klíčení semen orchidejí 

Je možné, že inhibiční efekt NO3
- na klíčení semen orchidejí by mohl být zprostředkován 

jinou formou N, která z NO3
- vzniká v pletivech orchidejí. Prvním experimentem provedeným v 

této práci, který ukazuje na takovou možnost, je aplikace wolframanu, inhibitoru nitrátreduktázy 

(Xiong 2012). Přidání wolframanu do média způsobilo potlačení inhibičního efektu NO3
- na klíčení 

semen G. conopsea. Z těchto výsledků lze usoudit, že pro inhibiční efekt NO3
- je nutná akce 

nitrátreduktázy (NR) a za tento efekt budou pravděpodobně odpovědné jiné formy N vzniklé 
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metabolismem NO3
-. Nutno však poznamenat, že wolframan není zcela specifickým inhibitorem 

NR, i když neexistuje lepší alternativa (Xiong et al 2011). Pokud ale wolframan způsobil v mých 

experimentech inhibici také dalších enzymů, lze tím jen těžko vysvětlit pozorovanou stimulaci 

klíčení.  

Na základě dostupných údajů lze předpokládat, že nejlepším kandidátem, který by mohl 

být za sledovanou inhibici odpovědný, je NO. Tento plyn v rostlinách ovlivňuje množství procesů, 

což je důvod jeho intenzivního studia v recentní době (kap. 1.2.5.3 Signalisace NO, např. Yamasaki 

et al. 2016 a citace uvnitř). Jeho úloha v signalizaci vyvolané přítomností NO3
- je předpokládána 

(Andrews 2013) a byla pozorována při klíčení semen Paulownia (Giba et al. 1998). Tento 

předpoklad podporují dosud spíše předběžné výsledky z kvantifikace NO v protokormech. 

Protokormy D. majalis kultivované na médiu s vysokou koncentrací NO3
- (N100) obsahovaly více 

NO, než protokormy kultivované na médiu bez NO3
- (N0) (obrázek 42). V distribuci NO 

v protokormech však nebyl pozorován rozdíl (kapitola 3.5.1) a NO byl přítomný vždy nejvíce 

v apikální oblasti protokormu. Může to být způsobeno tím, že se dosud jedná o předběžné výsledky 

získané na jiném druhu H. robertianum, který byl k NO3
- citlivý pouze velice slabě. Je ale také 

možné, že pozorované maximum NO v apikální části je přítomné vždy a pod vlivem NO3
- dochází 

pouze ke změnám celkového obsahu NO. Provedení těchto měření na větším množství materiálu 

snad celou situaci objasní.  

Další výsledky, které naznačují na možnou úlohu NO v pozorované inhibici klíčení, se 

týkají aplikace donoru NO a zhášečů NO. Při stoupající koncentrací donoru NO SNP se snižovala 

klíčivost semen D.majalis na všech variantách. Naproti tomu přidání zhášečů NO PTIO 

nebo cPTIO v koncentraci 10 µM zvýšilo klíčivost D. majalis oproti kontrole bez zhášečů. Přidání 

těchto zhášečů v koncentraci 100 µM však mírně snížilo klíčivosti a přidání 1 µM zhášečů 

klíčivosti snížilo výrazně na všech variantách dusíkové řady. Zdá se tedy, že tyto vyšší koncentrace 

již byly supraoptimální. Pagnussat et al. (2002) používali koncentrace až 200 µM cPTIO na 

korěnech kukuřice (Zea mays) a Tun et al. (2006) na semenáčích A. thaliana používali s úspěchem 

koncentrace 0,1-1mM PTIO. Optimální koncentrace PTIO a cPTIO je tedy zřejmě závislá na 

použitém rostlinném materiálu. U jiného druhu testovaného v této práci, Ophrys neglecta, byl 

sledován pouze efekt cPTIO který byl podobný výsledkům získaným s D. majalis. Po přidání 10 

µM zhášeče se klíčivosti zvýšily a po přidání 100 µM se zase oproti kontrole snížily. Pokus se 

třetím druhem, P.albida, a SNP dosahoval velice nízkých klíčivostí a semena klíčila pouze na 
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variantě N0. V tomto případě po přidání vyšší koncentrace SNP byly klíčivosti mírně vyšší. Je však 

nutno si uvědomit, že pozorované klíčivosti zde dosahovaly desetin procenta na jen málém 

množství misek, z čeho jen těžce lze usuzovat nějaké závěry. Experimenty s P. albida proto budou 

muset být zopakovány. Celkově lze tyto výsledky shrnout, že donor NO snižoval klíčivosti 

a naopak zhášeče NO klíčivost zvyšovaly alespoň při aplikaci nízkých koncentrací. Zdá se tedy, že 

NO by mohl být odpovědný za pozorovaný inhibiční efekt NO3
- na klíčivost semen u orchidejí. Je 

ale nutné výše popsané experimenty zopakovat s jemnější škálou koncentrace zhášeče na nižších 

koncentracích. Pokud by za pozorovanou inhibici klíčení byl opravdu zodpovědný NO, mohlo by 

to také vysvětlit výrazně odlišné výsledky získané z posledních experimentů (kap. 3.1.4, kap. 3.3). 

Narozdíl od všech předchozích opakování byly v těhto experimentech klíčivosti na všech 

variantách velice nízké a prakticky nezávislé na koncentraci NO3
-. Oproti předchozím 

experimentům došlo ke změně několika parametrů: zvýšení kultivační teploty, náhodné ozáření 

misek po výsevu lampičkou a náhrada papírových krabic za plastové. Plastová krabice je prakticky 

neprostupná pro plyny a pokud kultury na inhibičních koncentracích NO3
- produkovaly NO, mohly 

jím inhibovat také ostatní misky ve stejné krabici. V papírových krabicích by ale NO unikal pryč 

a k inhibici ostatních variant by nedocházelo.  

 

4.5 Efekt NO3
- na růst protokormů orchidejí 

Výsledky z P. albida ukazují, že NO3
- neinhibují pouze samotné klíčení, ale také následující růst 

mladých protokormů. Inhibice růstu protokormů orchidejí vlivem NO3
- byla pozorována u 

Dactylorhiza incarnata (Dijk et Eck 1995) a hybridní Cattleya (Raghavan et Torrey 1964). 

Podobně, jako v případě vlivu NO3
- na klíčení, se i v těchto experimentech jednalo o výrazně vyšší 

koncentrace NO3
-, než v našich experimentech. V případě dalších dvou druhů, u kterých byla v této 

práci sledována velikost protokormů, však nebylo snížení velikosti protokormů výrazné. O. 

neglecta vykazoval pouze statisticky neprůkazný trend snižování velikosti se vzrůstající 

koncentrací NO3
-. H. robertianum již nevykazoval ani znatelný trend. Tyto dva druhy však byly 

také poměrně málo citlivé i v procesu klíčení (H. robertianum reagovalo zcela nejméně ze všech 

testovaných druhů) a tak je možné, že u nich k inhibici růstu mladých protokormů nedochází.V této 

práci pozorovaná inhibice růstu protokormů nejspíše nebude způsobena změnami v energetickém 

metabolismu, protože protokormy D. majalis rostoucí na médiích s různou koncentrací NO3
- se 
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nelišily v obsazích jednotlivých rozpustných sacharidů ani v obsahu škrobu.  

5. Závěry 

 Nitráty mohou inhibovat klíčení různých druhů orchidejí i v koncentracích, které se vyskytují 

v přírodních podmínkách.  

 K nitrátům jsou citlivé oligotrofní, mezotrofní a dokonce i mírně eutrofní druhy orchidejí. 

Citlivost testovaných druhů koreluje s úživností jejich stanoviště. 

 Nitráty mohou inhibovat kromě klíčení semen také následný růst protokormů. Citlivost 

protokormů testovaných druhů orchidejí k nitrátům koreluje s citlivostí semen. . 

 Auxiny, cytokininy i gibereliny mohou modulovat inhibiční efekt nitrátů na klíčení semen 

testovaných druhů orchidejí.  

 Nitráty mohou modulovat účinek auxinů, cytokininů i giberelinů na klíčení semen testovaných 

druhů orchidejí.  

 Mykorhizní houby mohou modulovat až úplně zrušit inhibiční efekt dusičnanů na klíčení semen 

Dactylorhiza majalis. 

 Pro inhibiční efekt dusičnanů na klíčení semen testovaných druhů orchidejí je nutná aktivita 

nitrátreduktázy. 

 Inhibiční efekt nitrátů na klíčení semen testovaných druhů orchidejí patrně ůsobí 

prostřednictvím nárůstu endogenní koncentrace NO. 

 NO inhibuje klíčení testovaných druhů orchidejí. 

 NO vytváří v protokormech Himantoglossum robertianum koncentrační maximum v apikální 

části. 

 Zralá semena Himantoglossum robertianum dosahují vysokých klíčivostí i po 6 letech 

skladování při laboratorní teplotě.  
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Příloha I. 

Zásobní roztoky použité na přípravu kultivačních médí 

 

Mo (1l) 

 

objem    1 l 

 KH2PO4   2,8 g 

MgSO4 .7H2O   2,8 g 

CaCL2    2,0 g  

skladováno v chladničce 

 

MS-B (500ml) 

 

KI    0,083 g 

MnSO4.H2O   1,69 g 

ZnSO4.7H2O   0,860 g 

Na 2MoO4.2H2O  0,025 g 

CuSO4.5H 2 O   2,5 mg 

CoCl2    1,3 mg 

 

Skladováno v chladničce 

 

 

ViMi (100 ml) 

 

thiamin (HCl)   0,020 g 

pyridoxin (HCl)   0,020 g 

kyselina nikotinová  0,020 g 

kyselina listová   0,020 g 

 



139 

 

zamraženo po 5 ml v nádobkách (-20°C) 

 

 

Fe (500 ml) 

 

FeSO4·7H2O   2,78 g  

Na2EDTA·2H2O  3,73 g 

Obě složky byly rozpuštěny odděleně ve 200 ml destil 

ované vody, zahřáty v mikrovlnné troubě na cca 80°C, poté byl roztok FeSO4·7H2O pozvolna přilit 

za stálého míchání k roztoku Na2EDTA·2H2O, stále mícháno až do vychladnutí, doplnČno 

destilovanou vodou na objem 500 ml. zamraženo po 5 ml v nádobkách (-20°C) 

 

zamraženo po 5 ml v nádobkách (-20°C) 

 

 

  

Roztoky fytohormonů 

 

Roztoky byly rozpuštěny v 1ml rozpouštědla a doplněny destilovanou vodou na koncentraci 

1mg/ml 

 

fytohormon GA3 NAA BAP kinetin 

rozpouštědlo 1M KOH 1 M NaOH 1 M NaOH 96% ethanol 

 

Roztoky byly skladovány v ledničce 
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Příloha II 

 

Předpisy pro přípravu kultivačních médií 

 

 

MoN 

 

MS-B    1,25 ml 

Fe    1,25 ml 

Mo    25 ml 

ViMi     5 ml 

kyselina citronová  0,15 g (300 μl roztoku) 

yeast extract    0,5 g 

casein enz. hydrolyzát  0,5 g 

sacharóza    10 g 

aktivní uhlí    0,5 g 

agar    7g 

 

pH     5,8 

 

-- -- -- 

NaNO3 

 

 MoN0 MoN1 MoN10 MoN50 MoN100 

NaNO3 [mg/l] 0 1,370774 13,70774 68,5387 137,0774 

Roztoku [μl] 0 13,71 137,08 685,39 1370,77 

pro roztok 0,1g / ml aq.  
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OMA3 - mykorhizní médium (1l) 

 

mleté ovesné vločky  3 g 

agar  10 g 

 

pH neřešit 


