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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.

Keywords: nitric oxide, in vitro , asymbiotic, protocorm , PTIO, SNP, tungstate, seed, germination,

dormancy



Abstrakt

Mnoho orchideji je v soucastnosti siln¢ ohrozenych a diivody jejich ubytku z pfirozenych stanovist’
v mnoha piipadech nezname. Orchideje jsou v piirod¢ zavislé na mykorizni symbidze, ale znalosti
0 tomto souziti je velice malo. Nékteré druhy navic nekli¢i v podminkach in vitro, coz znemoziuje
jejich kultivaci jak pro védecké, tak pro ochranaiské ucely. Zjistili jsme, Ze kli¢eni semen jednoho
takového druhu, Pseudorchis albida, je silné inhibovano nitraty, a to dokonce pfi jejich extrémné
nizkych koncentracich. Vzhledem k tomu Ze tento druh osidluje oligotrofni horské louky,
pozorovana inhibice by se mohla uplatiovat i v pifirodé. Zajimavé je, Ze podobny i kdyz slabsi
inhibi¢ni efekt jsme pozorovali také u mezofilnich druhti a dokonce i u mirné eutrofnich. Citlivost
k nitratm ptitom koreluje s Gizivnosti stanovisté studovanych duhti. Pozorovany inhibi¢ni efekt je
mozné oslabit aplikaci auxint, cytokinind i giberelint, anebo také symbiotickymi houbami. Pro
inhibi¢ni efekt nitratd je nezbytna aktivita nitratreduktazy. Experimenty s donory a zhase¢i NO a s
kvantifikaci NO ukazuji, Zze NO pravdépodobné zprostiedkovava tento inhibic¢ni efekt. Inhibi¢ni

efekt nitrat na kliceni semen orchideji se tedy zda byt soucasti komplexni signalizacni sité.

Kli¢ova slova: oxid dusnaty, in vitro, asymbioticky, protokorm, PTIO, SNP, wolframan, semeno,

kli¢ivost, dormance



Cile prace

Hlavnim cilem projektu je zjistit mozny fyziologicky vyznam extrémni citlivosti nékterych

orchideji k dusi¢nantim. Pro splnéni hlavniho cile byly stanoveny dil¢i cile:

© N o O

Zjistit, zda je extrémni citlivost k dusi¢naniim specifikem druhu Pseudorchis albida, nebo zda
se uplatniuje i u jinych druhti orchideji.

Otestovat vliv NH4" na kli¢eni semen vybranych druht orchideji.

Zjistit, zda mlze byt reakce citlivych druhii na dusi¢nany ovlivnéna plisobenim fytohormontii.
Pomoci analyzy obsahii endogennich sacharidi v mladych protokormech poodhalit mozny
ucinek dusi¢nant na rast protokormt bezprosttedné po vykliceni.

Zjistit, zda je pro inhibi¢ni efekt dusi¢nanii nutna aktivita nitratreduktazy.

Zjistit, zda se pfi dusi¢nany vyvolané inhibici kli¢eni uplatiiuje NO.

Zjistit, zda NO mize ovliviiovat kli¢eni semen orchideji.

Zjistit, zda mohou inhibi¢ni efekt dusi¢nanti oslabit mykorhizni houby.
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Seznam pouzitych zkratek

ABA - kyselina abscisova

acos - funkce arkuskosinus

AMK — aminokyseliny

ANOVA analyza varianci

asin — arkus sinus

atan — arkus tangens

ATP- adezintrifosfat

b- nabobtnané embryo

BAP - benzylaminopurin

bs — nabobtnané semeno

cos — kosinus

ds— mrtvé semeno

EtOH- etanol

GA:z - kyselina giberelova (GAz3)

GOGAT- glutamatsyntaza

GS- glutaminsynthetadza

HR- hypersenzitivni reakce

log- logaritmicka funkce

NO — varianta média MON bez ptfidan¢ho NO3z™ v médiu
N1 - varianta média MON s 1 mg NOs7/1 v médiu
N2 — varianta média MON s 2 mg NO37/1 v médiu
N10- varianta média MON s 10 mg NOz7/1 v médiu
N50 — varianta média MON s 50 mg NO3z7/1 v médiu
N100 - varianta média MON se 100 mg NOs/l v médiu
NAA - kyselina naftyloctova

NO - oxid dusnaty

NOS- NO syntaza

NiR- nitritreduktaza
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nitratreduktaza

nezralé semeno

osemeni

programovana bunécna smrt

protokorm

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

sinus

druha odmocnina

semeno

sodium nitroprusside
S-Nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine

tangens
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1. Teoreticky uvod

1.1 Systematika orchideji

Celed’ vstavadovitych (Orchidaceae) je jedna z nejvétsich Geledi svéta, s poétem druhii
prevysujicim 25000 (WCSP 2016). Celed Orchidaceae se nachazi na bazi fadu Asparagales a déli
se na 5 podceledi: Apostasioideae, Cypripedioideae, Epidendroideae, Orchidoideae a Vanilloideae
(Pridgeon et al. 1999). Pro tuto praci vyuzivané evropské orchideje patii do podceledi
Orchidoideae, tribu Orchideae a podtribu Orchidinae (Chase et al. 2015; tab. 1, obr. 1). Rodovy

koncept byl ptevzat podle nejnovéjsi prace zabyvajici se kompletni systematikou orchideji (Chase
et al. 2015). Druhovy koncept byl pievzat z databazi The Plant List (2016); IPNI (2016) a WCSP
(2016) s vyjimkou vysoce komplikovaného rodu Ophrys, ktery klasifikuji podle (Delforge 2006).

Obrazek 1: Druhy orchideji pouzivané v této praci a. Anacamptis laxiflora b. Anacamptis morio, ¢. 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 platnd jména druhti pouzitych v této praci s nejéastéji pouzivanymi synonymy (synonyma dle: The Plant List 2016,

platna jména podle Chase et al. 2015).

Platné jméno

Nejcastéjsi synonyma

Anacamptis
Pridgeon & M.W.Chase

morio (L.) R.M.Bateman,

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 densiflora

(Wahlenb.) K.Richt.

subsp.

Gymnadenia odoratissima (L.) Rich.

Gymnadenia  rhellicani &

E.Klein) Teppner & E.Klein

(Teppner

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.) A.Love & D.Love

Gymnadenia albida (L.) Rich.

14




1.2 Dusik v rostlinach

1.2.1 Funkce N v rostlinach

vvvvvv

rostliny, orgénu a stupni vyvoje je obsah N v suSin€ 2-5 %. Je soucasti mnoha zékladnich latek

Vv rostliné jako proteiny, chlorofyl nebo nukleové kyseliny (Marschner 1995, Gutiérrez 2012).

Ovliviiyje rostlinu na mnohych trovnich, a to naptiklad celkovou stavbu rostliny, jeji sacharidovy
metabolizmus, fotosyntézu a celkové 1 metabolizmus uhliku, transport latek (Paul et Stitt 1993,
Makino et Osmond 1991, Peuke et al. 1998), obsah prvki v rostliné (Kohl et al. 1998), hormonalni

rovnovahu (napf. cytokininy, ABA; von Wirén et al. 2000) nebo ontogeneticky vyvoj (McKenzie
1998).

Anorganické formy N mohou byt v rostlindch nejen zivinami, ale i pisobit jako signal
(Domingos 2015, Scheible et al. 1997, Crawford 1995). V rostlinach napiiklad nitrat (NO3z’)
ovliviiuje rist hlavniho kotene (Marschner 1995, Brouwer 1962) i postrannich kofent (Stitt 1999)

a méni pomeér pryt:kofen, indukuje metabolizmus organickych kyselin a inhibuje metabolizmus

Skrobu (Scheible et al. 1997). Spoluptisobi také v signalnich drahach s fytohormony atp. (vice

kapitola 1.2.5.3). Dale také oxid dusny (NO) ovliviiuje témét vSechny fyziologické procesy od
klic¢eni az po senescenci (Benson-Bard et al. 2008, He et al. 2004, Lamattina et al. 2003), napiiklad

interakce s mikroorganizmy, reakce na abiotické stresy Ci otevirani praduchd (Mur et al. 2013).

NO je pritom ¢asta znec€ist'ujici latka v ovzdusi (Liu et al. 2013).

1.2.2 Prijem N rostlinou
Az 98 % N se v pude¢ vyskytuje v organické form¢, ptimo nedostupné pro nékteré rostliny.
Rostliny pfijimaji nejvice anorganické formy, které vznikaji jen velmi malo, a proto je nutna jejich

konverze z organickych forem - mineralizace (Engels et Marschner 1995). Nezalezi jenom na

mnozstvi a dostupnosti v substratu, ale také na preferenci konkrétniho druhu jaka forma N bude

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

Kristensen 1994). Nejcastéji je N piijimany v anorganické formé jako NO3z™ a amonny iont (NH4™;
Engels et Marschner 1995).

V provzdusnénych piidach a pti vyssim pH pievazuje piijem NOs™ a v ptidach s niz§im pH
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jako napiiklad v lese nebo arktickych podminkach pievazuje piijem NH4" nebo dokonce AMK

(aminokyseliny; Maathuis 2009). NH4" je spiSe pfiman i v anaerobnich podminkach zatopenych

oblasti, kde nitrifikace je inhibovana (Liu et al. 2015). Pokud NO3™ neni pfijaty rostlinami ¢i
mikroorganismy, tak se ¢asto a rychle vyplavuje. Jen zfidka vytvaii povrchovy komplex s ptidnimi
mineraly a vétSina pudnich typt absorbuje spise kationty nez anionty (Kiminis 1997). Koncentrace
NO3" v pudnim roztoku variruje v zavislosti na pidnim typu, aktivité mikrobu atp. (Miller et al.

2007), a mize byt v fadu stovek uM nebo u hnojenych pud i 20-70 mM (Reisenauer 1966).

Vzhledem k tomu, ze koncentrace takto kolisa, tak rostliny musi mit vyvinuty zptsob regulace
ptijmu NOz". NO3” méni stavbu kotfene, ovliviiuje svlij pfijem a transport, a to vSe ptes komplexni
signaliza¢ni drahy, které jsou spoustény pii dostatku nebo absenci NO3™ (Ruffel et al. 2011, Miller
et al. 2007).

Druh4 nejvice piijimana forma N je NH4". 1 kdyz v provzdu$néné pidé byva jen malokdy

Vv koncentraci vys$si nez 50uM, u mnoha rostlin je intenzivné ptijman (Marschner 1995, Lea et
Morot-Gaudry 2001).
Jak bylo napsano vySe v textu, N mtze byt pfijimany i v organickych formach, hlavné jako

AMK (Ghosh et Burris 1950; Virtanen et Linkola 1946; Brigham 1917), kterych je v pid¢ dostatek

vvvvvv

myslelo (Jones et al. 2005), ptestoze pozornost se vénuje hlavné anorganickym formam, kterymi

se (spolu s organickou moc¢ovinou) hnoji. Organické slouceniny jako napf. mo¢ovina a AMK maji
vetSi vyznam pii snizené dostupnosti minerdlnich forem (pfi nizké rychlosti mineralizace) a pfi

niz§im pH (von Wirén et al. 1997, Kielland 1994).

Piijem AMK jako zdroje N byl popsan jak u arktickych rostlin (Henry et Jefferies 2002
Kielland 1994, Schimel et Chapin 1994), alpinskych a subalpinskych Cyperaaceae (Raab et al.
1999, Lipson et Monson 1998), a pak také u borealnich druhti (Ndsholm et al. 1998), temperatnich
(Finzi et Berthrong 2005, Falkengren-Grerup et al. 2000), mediterannich (Rains et Bledsoe 2007,

Hawkins et al. 2005), ale také u africké rostliny Chamaegigas interpidus rostouci na substratech

deficientnich na ziviny (Schiller et al. 1998). V soucasnosti je ale znamo vice rostlin schopnych

ptijmout a vyuzit AMK (Nisholm et al. 2009), a to dokonce v¢etné polnich plodin (Okamoto et al.
2003; Nasholm et al. 2000, 2001; Yamagata et Ae 1996).

Ptijem N probiha vétSinou z pidniho roztoku, odkud je pfijimén plasmatickou membranou

(PM) epidermalnich a kortikalnich bun¢k v kotfenech a ve vyjime¢nych ptipadech i v listech, nebo
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mize byt transportovan apoplastem az 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

riznych ¢astech kotene 1isi v zavislosti na jeho stafi a stavbé (Colmer et Bloom 1998, Gao et al.
1998). Nejintenzivnéji je absorbovan v oblasti za kofenovou Spi¢kou a smérem k bazi postupné

klesa v zavislosti na stavbé kotene (Colmer et Bloom 1998).

Jen cast absorbovaného NOs3™ koteny je v nich i asimilovana, ale vétSina, a to hlavné pii
dostatku NO3, je u vétsiny druhti transportovana xylémem do prytu a asimilovana tam (Andrews
1986). Jestlize je NOs™ v dostatku, mtize byt transportovan do vakuoly (Forde 1999). Remobilizace
NOg3™ ze starSich listi do mladsich, probiha i floémem (Fan et al. 2012) a popsan je také prechod

NOs mezi xylémem a floémem (Hsu et Tsay 2013).

Z vyse popsanych forem N, které jsou patrné jeho hlavnimi pfijimanymi formami,

Vv rostliné miize vznikat fada dal$ich, ptredevsim NOz™ a NO.

1.2.2.1 Transportéry N

Protoze se tato prace zaméiuje na NOs3, budu se dale zaobirat jen transportéry

anorganickych forem N.

1.2.2.1.1 Transportéry NOs

Pro pfijem NOs je nezbytny aktivni transport, a to 1 v ptipad¢, ze je pfitomen ve vysokych
koncentracich. Existuje diikaz, Ze transmembranovy piijem NOs probihd pomoci H" symportu
(Walker 1995, Glass et al. 1992).

Kofeny rostlin mohou mit vice systému piijmu NO3s™ do kofend, existuji jak vysokoafinitni,
afinitou a jeden s nizkou afinitou. Prvni z vysokoafinitnich systémi znamy jako iHATS (inducible
high-affinity transport system) je siln¢ indukovan externim NOs". Druhy vysokoafinitny systém

nazyvany cHATS je konstitutivné exprimovan (Aslam et al. 1992). cHATS maji vyssi afinitu pro

NH4" nez iHATS, které maji ale pii ur¢itych koncentracich vétsi kapacitu pro piijem NOs™ (Forde

1999). Nizkoafinitni (LATS) transportéry, které jsou nejspiSe konstitutivné exprimovany, jsou

wevr

Fyziologicka data naznacuji, ze regulace jednotlivych komponent piijmu NO3™ je ale

komplexne;jsi (vice v Forde 2000).
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Na zakladé molekularnich studii transportérit NO3™ v rostlinach se zjistilo, ze existuji az 4
genové rodiny kodujici NOs™ transportéry u Arabidopsis thaliana, a to NRT1/PTR, NRT2, CLC a
SLAC/SLAH. Celkem je v téchto 4 skupinach 73 gent a z nich 24 koduje NOgz™ transportéry (Liu
et al. 2015, Krapp et al. 2014).

Prvni skupina NRT1/PTR, ktera by se dle navrhu Léran et al. (2014) méla oznacovat jako
NPF, zahrnuje prvni identifikovany transportér NO3z™ (NPF 6,3; Tsay et al. 1993), ktery je soucasti

signalni drahy spousté&jici rist kofene do NO3™ bohatych mist (Remans et al. 2006). U Arabidopsis

thaliana 16 z 53 proteintl z této skupiny se podili na transportu NOs~ (Krapp et al. 2014). Clenové

této rodiny transportuji kromé NO3™ také AMK, peptidy, glukosinolaty, 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 nizkoafinitni pro NOs” kromé& NPF 6.3 (Krapp 2014).

Vsechny transportéry ze skupiny NRT2 se zdaji byt u rostlin vysoce afinitni a transportujici
jen NOs™ (Krapp et al. 2014). I kdyz je zde moznost, ze tak jako u bakterii a kvasinek (Machin et

al. 2004, Fernandez et Galvan 2007), i u vyssich rostlin transportuji také NO2™ (Sugiura et al. 2007,
Pike et al. 2004). Tak jako NPF, NRT2 rodina jsou H" symportéry.

Treti skupinou je rodina CLC (chloride channels). Dlouho panovala myslenka, Zze
transportuji jen chloridy, ale De Angeli et al. (2006) ukazali studiem mutantd A. thaliana, ze CLCa
protein miZe byt H* antiporter s 2 molekulami NO3z". CLCa je dilezity pfi akumulaci NOs™ ve

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

dalsich 5 genu z této rodiny v rostlinach neni znama (Barbier-Brygo et al. 2011).

Posledni, ¢tvrtou skupinou jsou geny z rodiny SLAC/SLAH (slow anion channel). Tyto
proteiny jsou zapojeny Vv aniontovych tocich zavirani pruduchti (Negi et al. 2008, Vahisalu et al.
2008).

Vyse popsana data se vztahuji k Arabidopsis thaliana, i kdyZ k podobnym zjisténim se

dospélo i zkoumanim jinych rostlin jako napt. jeémen (Hordeum; Trueman et al. 1996; Vidmar et

al. 2000), tabak (Nicotiana plumbaginifolia; Quesada et al., 1997; Krapp et al. 1998), soja (Glycine

max, Amarasinghe et al. 1998), Medicago trunculata; Yendrek et al. 2010, Morere-Le Pawen et al.
2011) aryze (Oryza sativa; Lin et al. 2000).

1.2.2.1.2 Transportéry NH4*

NH4" je pfijiman rychleji nez NO3™ za potieby méné energie (Bloom et al. 1992) a neni
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Z kotene dal transportovan dalkovym transportem. Nalezeny byly alesponi dva kineticky odlisné
komponenty pfijmu NH4", nizkoafinitni saturovatelny (LATS) a vysokoafinitni nesaturovatelny
(HATS; Ullrich et al. 1984).

HATS jsou regulovany obsahem N v rostling, pfi jeho tbytku se zvysuje aktivita HATS,
ale zvySena koncentrace NH4" vede k potlaceni aktivity HATS (Wang et al. 1993). Aktivita LATS

vzrista linedrné se zvySenim koncentrace NH4*. Pfijem NH4* z piidniho roztoku je pohanén NH4*
transportéry, které byly identifikovany a ¢astecné charakterizovany u riiznych rostlinnych druht
(Sonoda 2003). Prvni izolovany rostlinny transportér NH4" byl AtAMT]1 izolovany z Arabidopsis
thaliana (Ninnemann 1994). Podg&ji, byly v huseni¢ku nalezeny dalsi piibuzné transportéry (Yuan
et al. 2009, von Wirén et al. 2000, Gazzarrini 1999) a byly identifikovany také v dalSich druzich

rostlin, jako jsou ryze (Oryza sativa; von Wirén et al. 1997, Suenaga et al. 2003), raj¢e (Solanum
lycopersicum; Becker et al. 2002, von Wirén et al. 2000b, Lauter 1996), fepka (Brassica napus;
Pearson et al. 2002), stirovnik (Lotus japonicus; Simon-Rosin et al. 2003, Salvemini et al. 2001) ¢i

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

1.2.3 Asimilace dusiku v rostliné

Po pfijmu NOs3" je nutné jeho redukce. Redukce NO3™ probiha v rostliné v zavislosti na véku,
druhu a aktualnich podminkach v nadzemni ¢i podzemni ¢asti. U nékterych rostlin je
upfednostiiovana redukce v nadzemni (napf. vytrvalé rostliny mirného pasma) né€kde podzemni

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

dostupnost NOs™ nizka, vétsina je zpracovana v kofenech a xylémem transportovana ve formeé

redukovanych slouc¢enin N, ptedev§im AMK (Marschner 1995, Bush 1999, Lea et Ireland 1999).

Redukce NO3™ zacina pifeménou na NO2- pomoci enzymu nitratreduktazy (NR). Redukce
NOz™ na nitrit (NO2) v rostliné probiha v cytoplazmé, nezavisle na tom, zda k ni dochazi

Vv kofenech nebo v prytu (Meyer et Stitt 2001). NR funguje jako cytoplazmaticky homodimer a

kazda podjednotka obsahuje 3 prostetické skupiny: flavinadenindinukleotid, Fe-hem a
molybdenovy kofaktor (Campbell 1999, Meyer et Stitt 2001). NR je regulovana na transkripéni i

posttransla¢ni arovni, patrné piedevsim 14-3-3 proteinem a fotosyntézou (Lambeck 2012, Heidari
2011, Lillo 2008).

Vznikly NO2  je ptemistén do plastidd a nasledné redukovan na NHs". Reakce je
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katalyzovana enzymem nitritreduktazou (NiR). NiR je monomericky polypeptid obsahujici

sirohemovou prostetickou skupinu (Marschner 1995). Gen NIR1 pro NiR je pozitivné regulovan

napft. svétlem, sacharidama, glutaminem ale i transkripéni faktor HY5 (Huang et al. 2015). Cela
pfeména NO3z™ na NH4" je energeticky velice naro¢na a vyzaduje 15 molekul ATP na molekulu
NOs™ (Salsac et al. 1987).

Vznikly NH4" je detoxifikovan (asimilovan) do AMK cestou GS/GOGAT, a to tak, Ze je za

katalyzy enzymem glutaminsyntetdzou (GS) navdzan na glutamat za vzniku glutaminu, pficemz

vétsina je asimilovana v cytoplasmé a plastidech (Andrews et al. 2013). Glutamin potom slouZzi

jako zdroj aminoskupiny pro syntézu nové molekuly glutamatu z 2-oxoglutaratu transaminacni
reakci.
Pfenos aminoskupiny je katalyzovan glutamatsyntazou (GOGAT), také znamou jako

glutamin:2-oxoglutarat aminotransferaza (Lea et Miffin 2011, Cren et Hirel 1999, Ireland et Lea

1999). GS je v rostliné ve dvou izoformach, a to cytoplazmaticka GS1 vyskytujici se v cytoplazmé
bunék kotene (NH4" z redukce nitratu v kofenech) floému a listi a GS2 vyskytujici se v plastidech

bunék kofene a jinych nefotosyntyetizujicich pletiv, ale také v chloroplastech (Andrews et al. 2013,

Cren et Hirel 1999). Primarnim produktem asimilace N v rostling jsou tedy AMK (Bush 1999).

1.2.3.1 Syntéza NO v rostliné

NO (oxid dusnaty) je v rostlinach syntetizovan nékolika rliznymi cestami, a to bud
enzymaticky nebo neenzymaticky. V literatufe jsou popisovany hlavné dvé enzymatické cesty, a
to syntéza NO v rostlin€ pomoci NR a pomoci enzymu NO syntetazy (NOS).

Cesta vedouci ptes NOS je popsana u savcl, ale v rostlinach nebyla identifikovana.

NR primarné preméiiuje NOs™ na NO2’, ale v NAD(P)H dependentni reakci miiZe nitrit

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

rostlinach NO produkovan oxidaci L-argininu na L-citrulin (Asai 2008), cestou, kterou u savcu
zajistuje NOS. Ktery enzym je za tuto reakci odpoveédny u rostlin bylo douhou dobu predmétem
intenzivnich vyzkumi. Existence takového enzymu byla na zaklad biochemickych experimentt

pozorovana u fady rostlin (Leshem 1996, Ninnemann et Maier 1996, Cueto et al. 1996), ale

identifikace genu, které ho koduji, se dlouho nedafila. Rostliny totiz nemaji geny, které by

vykazovaly sekvenéni podobnost se sav¢imi NOS (Guo et al. 2003). Teprve v roce 2003 byl

objeven NOS v Arabidopsis thaliana (ATNOSL1; Guo et al. 2003), ktery tuto reakci vykonava, ale
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jeho sekvence nebyla podobna zadnému jinému proteinu se znamou funkci (Guo et al. 2003).

Kromé NR a NOS je ale vice riznych cest vzniku NO Vv rostlin¢ (Yu et al. 2014, Gupta et

al. 2011; Mur et al. 2013). Rozd¢lit by se daly na oxida¢ni a redukéni. Mezi oxida¢ni patii jeho
produkce z L-argininu, polyaminu a hydroxylaminu, a reduk¢ni s nitritem jako substratem, a to jiz
zminovana NR, nebo na PM umistnény enzym nitrit:NO oxidoreduktaza, ktera mtize byt dalSim

zdrojem NO v rostlin¢ (Stohr et Stremlau 2006), stejné jako redukce NO2™ v mitochondriich. Dalsi

enzymaticky zpusob je napfiklad enzymem xanthinoxidoreduktdzou, kterd redukuje NO2 za

vzniku NO a je pritomna Vv peroxizomech (Godber et al. 2000). Reakce vsak funguje jen v

anaerobnich podminkach (del Rio et al. 2004). NO muze ale vznikat i neenzymaticky, redukci

apoplastického NO,™ (Bethke et al. 2004) nebo svétlem pohanénou konverzi karotenoidy z NO2

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

mechanizmus zistava nejasny (Yu et al. 2014).

1.2.4 Signaliza¢ni funkce N v rostlinach

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.2.1, signalizace riznych forem N je pro rostliny zcela
zasadni. Signalni ilohu maji NO3z", NO (Domingos et al. 2015, Crawford 1995) a mozna také NO2

(Wang et al. 2007). Vyzkum signalizace jednotlivych forem N v rostlinach je obtiznym problémem.

Naptiklad NOz je v rostlinach piitomny ve velice nizkych koncentracich (Marschner 1996). Ptitom

je také zdrojem signalu odlisného od signalizace NOs™ ¢i NH4* (Wang et al. 2007). V takovém

pfipad€ je prakticky jedinou moZnosti experimentalni prace piiprava transgennich rostlin s

upravenou aktivitou vybranych enzymil. V nékterych situacich lze vyuzit i citlivych detekénich

rrrrr

produkuyi.

1.2.4.1 Signalizace NOs

V literatute je uvadéno, ze NO3™ plsobi jako signdlni molekula, kterd nezéavisle na svoji

asimilaci fidi metabolizmus a vyvoj rostliny jako napf. indukci metabolizmu organickych kyselin

a potlacovani metabolizmu $krobu u tabaku (Crawford et Glass 1998, Scheible et al. 1997). Spousti

také geny spojeny sNiR, NR, nitratovymi transportéry, ferredoxin reduktdzou, enzymy
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pentozofosfatového cyklu ale také gen kodujici enzymy v glykolyze a metabolizmu trehal6za-

6fosfatu ¢i metabolizmu a transportu Zeleza a piijmu a redukcei sulfatt (Wang et al. 2003). Bylo

také pozorovano, ze mize narusovat dormanci semen (Hilhorst et Karrsen 1998, Derx et Karssen
1993, Alboresi et al. 2005), ménit rast kofene (Remans et al. 2006) i bo¢nich kotent (Stitt 1999) a

zvySovat pomér pryt:kofen (Scheible et al. 1997). Prodluzovani boc¢nich kofend je stimulovano

lokalnim zdrojem NO3™ a pravdépodobné NRT2.1 je senzorem tohoto signalu (Little et al. 2005).

Nitrat je schopny regulovat velmi rychle expresi mnoha genti (shrnuto v Krapp et al 2014), v¢etné

napftiklad genti pfimo nebo nepiimo ovliviiujicich redukei nitritu a genti kodujicich NR, transportér

NRT1 a GS (Wang et al. 2000).

Bylo zjisténo, Ze gen ANRI je klicovy regulator odpovédi rostliny na lokalizovany zdroj
NOz" (Zhang et Forde 1998). Po inaktivaci tohoto genu prodluzovani bo¢nich kofenu nereagovalo
na zdroj NO3™ (Forde et Walch-Liu 2009).

Studium efektu NOs™ je ale prakticky nemozné oddélit od efektu NO, ktery vyvolava

podobné reakce rostlin (viz nasledujici kapitolu 1.2.4.2). N¢kteti autofi se proto domnivaji, ze

veskeré pozorované reakce rostlin na NOz™ mohou byt zprostiedkovany skrze signalizaci NO
(Andrews 2013).

1.2.4.2 Signalizace NO>»

Bylo popsano, Ze nitrit indukuje kli¢eni u vice rostlinnych druhu (Hendricks et Taylorson

1974, Cohn et al. 1983). V té dob¢ se ale neuvazovalo o roli NO jako signalni molekuly a proto je
mozné ze tato indukce muze byt také zpusobena NO, ktery z nitritu mize vznikat (Wang et al.
2007). Wang et al. (2007) naproti tomu zjistili ze pravé NO2 indukuje genovou expresi mnoha
gend zpisobujicich asimilaci NH4* a NO3™ ale i C a N metabolizmus a navrhuji, Ze nitrit by mohl
byt lepsi signalni molekulou neZ nitrat. Zda se tedy, Ze i samotné NO2" je zdrojem signalu, nicméné

tato problematika vyzaduje dalsi studium.

1.2.4.3 Signalizace NO
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zivych organizmi (Mur et al. 2013, Delledonne 2005, Lamattina et al. 2003, Schmidt et Walter

1994), ktera v rostlinach ovliviiuje viceré fyziologické procesy (Lamattina et al. 2003, Benson-

Bard et al. 2008, He et al. 2004) jako interakce s mikroorganizmy ¢i otvirani priduchd (Mur et al.
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2013). Do pozornosti se dostal napiiklad diky tomu, Ze reguluje interakce rostliny s patogenem
(Mur et al. 2013, Delledonne et al. 1998, Durner et al. 1998). Nasledujici kapitola shrnuje nejvic

zkoumané¢ oblasti signalizace NO, a to hlavné ty, které jsou dilezitymi zji§ténimi pro tuto praci.

1.2.4.3.1 Uloha NO p¥i kli¢eni a dal§im riistu a vyvoji
NO ma vliv na rostlinu od kli¢eni po senescenci. Zajimavé naptiklad je, ze by se mohl
podilet na procesech zprosttedkovanych svétlem. Do této kategorie spadd i pro tuto praci dulezité

kliceni semen (Beligni et Lamattina 2000), které muze byt urychleno NO skrze potlaceni syntézy

etylénu (Lindermayr 2005). Pomoci tohoto zjisténi muzeme ¢astecné vysvétlit kliceni dormantnich

semen indukovanych dymem. Dym totiz obsahuje NO>, ktery je produktem oxidace NO (Keeley
et Fotheringham 1997) a indukéni efekt dymu mohl byt zptisoben pravé NO. Ze se mohlo jednat o

NO, mohou svéd¢it i prace vyuzivajici donory NO. Podobné jako Beligni et Lamattina (2000),
pozorovali po aplikaci SNP (sodium nitroprusside) - donoru NO stimulaci kli¢eni semen, tak i Giba
et al. (1994) pozorovali po piidani donoru zvyseni kli¢ivosti semen jak u Paulownia tomentosa,

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

10 mM) snizila potieba ozafeni semen ervenym svétlem (Grubisi¢ et Konjevi¢ 1990), a tak se zda,

7e NO je zapojeny ve fytochromem kontrolovaném kliceni semen (Giba et al. 1998). Nitrit zde
podporoval kli¢eni za nizkého pH, kdy z n¢ho vznika NO (Giba et al. 1998). Piidani SNP
(koncentrace 0.1-800 uM) indukovalo také klic¢ivost Lupinus luteus (Kopyra et Gw6zdz 2003) a

potlacovalo inhibi¢ni efekt téZkych kovil a salinity na rist kofen. Roli NO na prolamovani
dormance a kliceni semen se zabyvali detailné i v praci Giba et al. (2006). VySe popsané informace
muzou byt piesto rozporuplné, protoze podle Giba et al. (1994) neexistuje dikaz, ze by NO byl
fyziologicky aktivni v procesech spojenych s kli¢enim semen, a navrhuji 1 dal§i mozné vysvétleni
- ato, Ze SNP, které se spolu se SNAP nejcastéji pouziva pii vyzkumu NO, ma schopnost piijimat

elektrony (Bates et al. 1991). Na druhou stranu Bethke et al. (2005) pouzivali také ¢isty plynny NO

a potvrdili induk¢ni efekt NO na kli¢eni semen Arabidopsis thaliana. K produkci NO v rostling
V této praci pouzili SNP, nitrit ale 1 pfidani kyanidu, vSe s dobrymi vysledky. Lze proto usoudit ze

NO je opravdu potiebné pro zruseni dormance (Bethke et al. 2005). Behke et al. (2005) dale uvazuji

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

(2007), ktera inhibitorem etylénu zvratila indukéni efekt NO u Malus. Navrhuji také, ze NO

indukuje kli¢eni stimulaci syntézy etylénu a vénuji se tomu i v dal$i praci (Gniazdowska et al.
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2007). Zda se, Ze existuje propojeni etylénu s NO ale také s ABA pii regulaci dormance a kli¢eni
(Arc et al. 2013).

I po vykliCeni, je jeste etiolovany semendc¢ také ovlivnén NO, ktery, jak se zd4, navozuje

de-etiolizaci a pak také ovliviiuje prodluzovani hypokotylu a internodii (Beligni et Lammatina

2000). Uz dlouho je znamo, ze NO ma také vliv na dalsi rast rostlin. U rostlin raj¢at byl naptiklad
pozorovan inhibi¢ni (40-80 pphm), ale i stimula¢ni efekt NO (0-20 pphm), pfi¢emz bylo
pozorovano, ze odriida, kterd byla NO nejvic stimulovana je odriida ¢asto péstovana ve sklenicich,

které byvaji NO kontaminovany (Anderson et Mansfield 1979). Podobné pokusy byly provedeny

i na salatu (Hufton et al. 1996), ale i s hrachem, kde nizké koncentrace NO zvySovaly rust listu a

naopak vysoké koncentrace rast inhibovaly (Leshem et al. 1996). Nejenom nadzemni, ale i

podzemni ¢asti rostliny mtize ovlivnit NO, ktery se pravdépodobné uplatiiuje také v kontrole riistu
kofene kukufice (Zea mays). V tomto piipadé byla nalezena NOS v ¢astech pletiva, které se pravé
déli (Ribeiro et al. 1999, Gouvea et al. 1997). I pozdé&jsi studie zkoumajici mutanty huseni¢ku (A.

thaliana) zjistily, ze zvySeni koncentrace NO snizilo auxinovy transport, ¢im byl ovlivnén rist

kotene (Fernandez-Marcos et al. 2011).

NO také ovlivituje pohlavni rozmnozovani. Ovliviiuje regulaci prorastani pylové lacky

(Prado et al. 2004), pticemz pyl samotny uvolfiuje NO (Bright et al. 2009), nebo se také muze

uplatiovat napf. v pylové inkompatibilité¢ (Wilkins et al. 2011). Bylo také pozorovano, ze NO

opozdil kveteni u Arabidopsis thaliana (He et al. 2004, Kwon et al. 2012) a neptekvapi ani, ze NO

pravdépodobné zpomaluje i senescenci (Neill et al. 2003) a muze neptimo ovlivnit zrani semen

(Beligni et Lammatina 2000) ¢i plodu (Leshem et Wills 1998, Leshem et al. 1998).

1.2.4.3.2 Uloha NO v interakci rostlin s jinymi organismy

NO je pro rostlinu velice dulezity také v interakcich s mikroorganismy, a to jak s
patogennimi, tak symbiotickymi. Interakce NO s jinymi organismy jsou v recentni dob& intenzivné
studovany. U Fabaceae je napf. nutny k optimalnimu navazani symbidozy mezi Medicago

trunculata a Sinorhizobium meliloti. V dospélych nodulech vede zvySeni endogenniho NO k

vvvvvv

ke zpozdéni jejich senescence (Cam et al. 2012). NO je zapojeny v utvareni symbidzy a pohanéni

fixace N spojovanim redoxnich sensorti a hemovych skupin jako leg-hemoglobin a FixL (Mathieu

1998). Resena je i otazka, kde v symbiotickém vztahu NO vznika. Bakterialni flavohemoglobin
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druhu S. melilotii ovlivituje troveit NO v nodulech a tato bakterie ma dva zpusoby, které kontroluji

obsah NO a které jsou nezbytné k udrzeni efektivni fixace N2 (Meilhoc et al. 2013). NO muze ale

vznikat v nodulu nejen v bakteriich ale i v rostlinné cytoplazmé (Sénchez et al. 2010, Horchani et
al. 2011).
Co se tycCe interakci s patogeny, NO se dostal do pozornosti 1 proto ze se uplatiuje také v

rezistenci rostliny k patogentim (Mur et al. 2006). Infekce tabaku virem tabakové mosaiky vedla k

zvySené aktivite NOS (Durner et al. 1998). Podobné zvyseni aktivity NOS u tabaku bylo

pozorovano i pii infekcii Ralstonia solanacearum (Huang et Knopp 1998). Rychla akumulace NO

byla pozorovana také u so6ji a Arabidopsis thaliana, a to jak v reakci na houbového tak i v reakci

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

hliz bramboru (Noritake 1996). Tato indukce byla inhibovana zhase¢em cPTIO anebo radikalovym

vychytavac¢em Tiron, coZ naznacuje, ze NO indukuje aktivitu fytoalexinu (Noritake 1996).

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

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

zadrzovani chlorofylu mize byt spojena s tim, Ze NO zvysuje dostupnost zeleza (Graziano et al.
2002).

1.2.4.3.3 NO pfi stresu

NO muze byt také zapojeny do indukce hypersensitivni reakce (HR). napt. u A. thaliana,
kde suspenze bun¢k po napadeni bakterii vytvaiela vic NO, ktery pak indukoval PCD nezavisle na
ROS (Clarke 2000). Ptedchozi vysledky vsak popisuji funkci NO v HR jak nezavisle, tak spole¢né
s ROS (Yun et al. 2011, Delledonne 1998, Durner et al. 1998). Dalsi vysledky naznacuji, ze je
nutny urcity pomér mezi produkci ROS a NO, aby doslo k HR (Delledone et al. 2001), nebo k HR
muze vést pusobeni NO s H20> (de Pinto et al. 2002). de Pinto et al. (2002) ale narozdil od Clarke

(2000) nezjistili samotny indukéni efekt na PCD, coz vysvétluji rozdilnym pouzitym rostlinnym
materidlem. de Pinto et al. (2002) dale popisuji navySovani hladiny antioxidantti pomoci NO, coz

souhlasi i se star§imi zjist€énimi (Beligni et Lamattina 1999).

I PCD, ktera nastavd po mechanickém posSkozeni, mize byt navozena NO. Centrifugace
navodila navySeni NO, které predchidzelo DNA fragmentaci nasledné bunééné smrti apoptéozou
(Pedroso et al. 2000).

NO dale funguje 1 jako signalni molekula pii abiotickém stresu jako je naptiklad nedostatek
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vody ¢i zasoleni ale i v chladovém a stresem vysokou teplotou (Neill 2002, Neil et al. 2007, Cantrell
et al. 2011, Yu et al. 2013). Zvysené hladiny NO namé&fili u hrachu Leshem et Haramaty (1996)

pfi vadnuti, naproti tomu piesny opak naméfili Magalhaes et al. (2000) u A. thaliana. NO mize

vést i ke zlepSeni rezistence ke stresu, napf. zvysit resistenci rostlin k chladu (Lamattina et al. 2001)

1.2.4.3.4 Interakce NO s fytohormony a ticast v signalnich drahach

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

1998) a jeho syntéza muze byt indukovana napiiklad cytokininy (Tun et al. 2001). NO mize také

napodobovat efekt cytokininu (betalainova akumulace, Scherer et Holk 2000). Pozdg&ji bylo také

dokumentovano, ze NO zprostfedkovava auxinovou odpoveéd vyvolavajici vétveni lateralnich

kofenti u okurky (Pagnussat et al. 2002) a pozastavuje vyvoj hlavniho kofene a podporuje rust

boc¢nich kotent u rajéete (Correa-Aragunde et al. 2004) a A. thaliana (Méndez-Bravo et al. 2010).

Nejvic byla ale zkoumana spojitost NO s ABA a etylénem. NO je naptiklad signalni komponentou

v ABA indukovaném zavirani praducht (Neill et al. 2002, Garcia-Mata et Lamattina 2002, Desikan

etal. 2002). Zda se, ze ABA indukovana produkce H202 pohani tvorbu NO, ktery indukuje zavirani
praduchu (Bright et al. 2005). Je dale pravdépodobné, ze NO indukuje zavirani pruduchi skrze

aktivaci MAPK (mitogen-activated protein kinase) signalni kaskady (Zhang et al. 2007, Bright et
al. 2006).

Vice praci se zaobira také vztahem NO a etylénu. Po zvysSeni koncentrace NO aplikacii

SNAP za stresovych podminek se snizila syntéza etylénu u hrasku (Leshem et Haramaty 1996), ale

Magalhaes et al. (2000) pozoroval opaény efekt u Arabidopsis, coz mohlo byt zptisobeno tim Ze
v kazdeé praci byl pouZit jiny donor v jiné koncentraci, nebo také rliznou reakci daného druhu. Je
déle znamo, Ze etylén navozuje zrani plodd, v posledni dob¢ se ale zda, ze pravé NO muze

inhibovat syntézu etylénu, a zpomalit tak zrani a senescenci plodi (Leshem et Wills 1998, Leshem

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

Dodanim donorit NO k rostlindm nebo bunecné suspenzi tabaku se spustila exprese
obrannych genti kodujicich pathogenesis-related (PR)-1 protein a fenylalaninamoniaklyazu (PAL;
Durner et al. 1998). Tyto geny byly také indukovany cGMP a cyklickou ADP ribosou (Cadpr;

Durner et al. 1998). Osetfeni NO spustilo docasny nartist cGMP podobny tomu, ktery je popsan po

indukci NO pf#i uvolnéni hladkych svalti u zvifat (Durner et al. 1998, Stamler 1994). Navic aktivace

exprese PAL genu NO byla potlacena guanylatcyklazovymi inhibitory (Durner et al. 1998). Je
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mozné, ze cGMP se také UcCastni v indukci transkripce PAL a chalkonsyntazy v NO oSetfené

suspenzi bunék soji (Bowler et al. 1994, Delledonne 1998).

Zda se, tato signdlni molekula je velice vyznamna nejenom u zivoc¢ichu ale i u rostlin. Je
dilezita snad ve vSech procesech probihajicich v rostliné a potad jsou publikovana dalsi data o

jejim vyznamu.

1.2.5 Kontaminace N v prirodé a legislativa

Hlavni formou N, jejiz koncentrace v prostfedi se dlouhodob¢ sleduji, je bezesporu nitrat.
Koncentrace nitrati v pudnim roztoku na pfirozenych stanovistich se pohybuji od 0,1 - 100 mg/I

NOz™ (Callesen et al. 1999; Pedersen et al. 2007; Fetter et al. 2012). Hygienicky limit na obsah

dusi¢nanti v pitné vodé¢ v EU je 50 mg/l. Realné bylo naptiklad v Prazské vodé primémé za
Cervenec 2016 naméfeno 18,6 mg/l dusi¢nant (PVK 2016), ale naptiklad ke dni 3. 8. 2006 to byl
obsah NOs™ 37,6 mg/l (Zelivka) a 19,2 mg/l (Karany; PVK 2006).

Podle dokumentu Commision of the European Communities (2007) obsah dusi¢nant v
mnohych evropskych zdrojich vod jiz prekracuje 100 mg/l. Jedna se o veliky problém, kterému je
prikladana v recentni dob¢ nalezita pozornost. Existuje napt. tzv. nitratova smérnice, coz je predpis
EU 91/676/EHS vytvofen pro ochranu vod pred znecisténim NOs™ ze zemé&d&lstvi, ktera je v CR
implementovana V tfech pfedpisech. V zdkon& ¢. 254/2001 Sb., o vodach a o zmé&né nékterych
zakonl (vodni zékon) ve znéni pozdéjsich predpisi, dale v nafizeni vlady ¢. 262/2012 Sb., o
stanoveni zranitelnych oblasti a akénim programu, v zakon¢ o hnojivech €. 156/1998 Sb., ve znéni
pozd¢jsich predpisii..). V zdkoné je definovan pojem "zranitelné oblasti", které jsou definovany
jako tizemi, kde se koncentrace NO3™ zejména v pitné vodé pohybuje nad 50 mg/1 nebo této hodnoty
mohou doséhnout.

Kontminaci prostiedi amonnym dusikem a nitritem je vénovana vyrazné mensi pozornost.
Vyhlaska ¢. 252/2004 Sb. Stanovuje hygienicky limit pro NO2" i NH4" ktery je pro oba stejny a

dokonce 10 nasobné nizsi nez pro NOz™ (0,5mg/l).
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1.2.6 Zjistovani ucinku NO v rostliné

Nejpravdépodobnéjsim kandidatem, ktery by v rostlinach mohl zptsobovat inhibi¢ni efekt
NOs, je ztejmeé NO. Proto se jeho studiu detailn€ vénuji v této praci a z toho divodu také dale

popisuji, jeho studia moznosti.

1.2.6.1 Aplikace donori a zhaseci NO

Utinek NO se nejéast&ji zjistuje pomoci jeho zhase¢t a donortl. Nejéastéji pouZivané
zhaseCe 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 draselna stl; Pagnussat et al. 2002,
Ruan et al. 2014, Tun et al. 2006 a dalsi). Zhase¢ PTIO je lipofiln€jsi nez cPTIO, proto je mozné

oc¢ekavat, ze PTIO 1épe pronika plasmatickou membranou. Vyhodou cPTIO je zase rozpustnost ve

vodé¢ a vyssi reaktivita (Akaike et al. 1993, Nakatsubo et al. 1998). PTIO a cPTIO jsou vétSinou

pouzivané v koncentracich 5 - 400 uM, ale také az 0,2 mM (Pagnussat et al. 2002, Ruan et al. 2014,
Tun et al. 2006 a dalsi).
Nejcastéjsi 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 dalsi).
Z NO donort je za u¢inngjsi povazovan SNAP (Floyszak-Wieczorek 2006), ktery se ale

rychleji rozkladéa (doporuceni Sigma). NO donory SNP a SNAP jsou pouzivané v experimentech s
rostlinami v koncentracich 0,1-20-500 uM (Neil et al. 2002, Pagnussat et al. 2002, Garcia-Mata et
Lammattina 2001, Beligni et al. 2000 a dalsi).

1.2.6.2 Aplikace barviva detekujiciho NO

Koncentraci NO v rostlinnych pletivech mizeme pozorovat pomoci detekéniho
fluorescen¢niho barviva schopného priichodu buiikou, 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 Cervené sviticiho produktu. Hodnoty excitace a emise tohoto barviva udavané v riaznych

zdrojich se lisi, podle specifikaci vyrobce (Sigma Aldrich 2016) nutno pocitat s rozpétim exita¢nich

(552 - 562 nm) a emisnich (575 - 580 nm) vinovych délek. V praxi pouzivana 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 reagujicich s NO jako napi. DAR-4M nebo DAF-2 DA se jedna o nejvice
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specifické a stabilni barvivo, které ma vyssi intenzitu fluorescence po reakci s NO nez jiné (Kojima

2000, Kojima 2001). DAR-4M AM vs8ak muze mirné reagovat také s jinymi molekulami jako

dehydroaskorbat, takze je vysledky nutné interpretovat ve vztahu k dal§im experimentim (Nagata
etal. 1999, Zhang et al. 2002, Ye et al. 2008).

D¢élka inkubace se také lisi v riiznych pracich v rozmezi 15 minut az 18 hodin a pouziva se
v koncentracich 1-5 uM (Kikushi et. al 2008, Corpas et al. 2009, Shimoda 2009, Tun et al 2008,
2006).

1.3 Kli¢eni semen orchideji a jeho regulace
Stavba semen orchideji je mezi rostlinami specificka a regulace kli¢eni jejich semen si proto

na zaver zasluhuje samostatné pojednani.

1.3.1 Stavba semen
VSechny druhy orchideji jsou v ptfirod€ vice ¢i méné zavislé na houbovém symbiontu a to

alespon ze zacatku svého vyvoje (Smith et Read 2008).

V¢étSina rostlin ma semena, kterd jim umoziuji preckat nevhodné podminky a vykli¢it v co
nejvhodnéjsi dobg. Pravé mykoheterotofni (kam patfi také orchideje) a parazitické rostliny mayji

nejmensi semena mezi krytosemennymi rostlinami (Leake 1994, Eriksson et Kainulainen 2011),

ktera mohou mit hmotnost jen 1 pg (Ziegler 1981). Takova semena byvaji vytvafena ve velkych

mnozstvich (Arditti et Ghani 2000) a oznacuji se jako tzv. prachova semena.

Zrala semena orchideji obsahuji jen embryo obalené dvéma vrstvami osemeni. Embryo se
dale vyviji mimo matefskou rostlinu a po vykliceni se nazyva protokorm (Johansen 1950, Pridgeon
et al. 1999).

1.3.2 Dormance

To Ze semena nevykli¢i za nevhodnych podminek zabezpecuje jisty vnitini blok - dormance

(Finch-Savage et Leubner-Metzger 2006). Stejné jako u vétSiny ostatnich rostlin, i u semen

orchideji miizeme rozlisit fyzikalni a fyziologickou dormanci (Figura 2013).
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1.3.2.1. Fyzikalni dormance

Na existenci fyzikalni dormance u semen orchideji poukazuje nékolik fakti. U

wrwe

vrstva se muze skladat i z vice nez jedné dale odlisitelné vrstvy (Beer 1863, Yamazaki et Miyoshi
2006, Vasudevan et van Staden 2010).

Osemeni zralych semen je patrné Spatné propustné a hydrofobni. V tomto kontextu je
napadné rutinni oSetfovani semen pied vysevem Zziravinami. Semena se pred vysevem desinfikuji

nejenom pro odstranéni kontaminacii, ale také kvili naruSeni jejich dormance (Rasmussen 1995).

rrrr

silngjsi oxidacni agens, jako jsou chlornany (napt. Ponert et. al. 2013). U druhti, kde ani kombinace

chlornanu a etanolu neni dostacujici se navic vyuziva kyselina sirova (Malmgren 1996).

Predpoklada se, ze v prirod¢ fyzikalni dormanci narusuji houby (Gryndler et. al. 2004,
Balaz 2011).

1.3.2.2 Fyziologicka dormance

Fyziologicka (vnitfni) dormance se nejnipadnéji projevuje nutnosti stratifikace semen

mnoha hlavné temperatnich druhti (napt. Rasmussen 1992, Steele 1996, @ien 2008), které kli¢i az

po periodé chladu (Rasmussen 1992, Ponert et al. 2013). U ostatnich druht se ale fyziologicka

dormance muze uplatinovat také. Zrala semena mohou obsahovat ABA (Van Waes 1984, Lee et al.
2007), ktera inhibuje kliceni (Hilhorst 1995). U obtizné kli¢icich druhti byla v semenech
pozorovana vyssi hladina ABA, nez u téch, které kli¢i dobie (van der Kinderen 1987). K degradaci
ABA muze dochazet béhem desinfekce semen chlornany (Lindén 1980, Steele 1996). Kli¢eni

semen orchideji oproti tomu mohou stimulovat ptidané fytohormony, piedevsim cytokininy (Pierce

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

1995) a etylén (Nakamura et al. 1975). Kliceni mizou ovliviiovat i jiné latky. Specifické druhy

orchideji kli¢i Casto na specifickém médiu. Miize to byt zplisobeno rozdilnou osmolaritou nebo

nevhodnym sloZenim média (Rassmussen 1995), ale v nékterych piipadech nejsou divody, pro¢

rostliny nekli¢i jasné. Dormanci by napiiklad mohl naruSovat i NO3™ ktery prokazatelné snizuje
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kli¢ivost u P. albida (Ponert et al. 2013).

Nutno také zminit ze vétSina hlavné temperatnich druhii orchideji vyzaduje alespon ze
zacatku kultivace tmu (Van Waes et Debergh 1986, Arditti 2008, Anderson 1996, Sgarbi et Prete
2009, Harvais et Hadley 1967, Rasmussen 1990). Jedna se pravdépodobné o mechanizmus, ktery

ma zabezpecit Ze semeno vykli¢i pod zemi (Stoutamire 1996).

1.4 VIiv N na orchideje

Pti kultivaci orchideji v podminkéch in vitro je velmi dtlezité mineralni slozeni média. Z

dostupnych udaju se jako jedna z nejdulezitéjsich jevi pravé forma N (Tavares et al. 2012). Vétsina

médii, i ta pro temporalni orchideje, uspésné¢ pouzivana na kultivaci orchideji in vitro obsahuji

anorganicky dusik ve form& NOs,, NH4" nebo nejcast&ji obou forem spolu (Ponert et al. 2013;

Malmgren et Nystrom 2016, Rasmussen 1995). V asymbiotickych kulturach musi byt v médiu

forma N, kterou rostlina muze utilizovat v pifiméfenych koncentracich (Rasmussen 1995). Po

pfidani NH4" do média vede jeho pfijem k uvoliovani H+, coz okyseluje substrat (Fitter et Hay
1987) a mize inhibovat rist vapnomilnych rostlin, a naopak piijem NO3™ vede k narustu pH.
Efekt anorganického N v médiu na kliceni orchideji byl zkouméan opakované. Stimulaéni
efekt nitratt na kliceni orchidejovych semen byl pozorovan u tropické Bletilla striata (Ichihashi et
Yamashita 1977, Ichihashi 1978), ale i semenace temperatni Dactylorhiza praetermissa reagovaly

pozitivné na piidani NHsNOs (Dijk et Eck 1995). Nemusime jit daleko — i nase mezofilni Neottinea

ustulata se mize objevit na 5 let opusténém poli (vlastni pozorovani) nebo napt. spise lesni druh

Epipactis helleborine je nalézan na poloruderalnch stanovistich (Prochazka 1980, Prochazka et

Velisek 1983, Wittig et Wittig 2007), nebo dokonce i na s6jovém poli, které se pravdépodobné
hnojilo (Rydlo 2008). Ostatné osidlovani raznych poloruderalnich habitatii nalezneme i u fady

mediterannich druhti (Delforge 2006). Zména uzivnosti stanovisté ale o¢ividné neprospéla napf.

prstnatci D. majalis rostoucimu na holandskych se¢enych loukach. Na louce s jeho vyskytem doslo
po hnojeni NPK hnojivem k poklesu pocetnosti tohoto druhu, snizeni jeho biomasy a k poklesu

kvetoucich jedinct, D.majalis zde byla posléze vytlacena expanzivnimi druhy (Dijk et OIff 1994).

Negativni efekt anorganickych forem N je pozorovan €astéji nez pozitivni, a to u mnohych druhti
orchideji (Eiberg 1970; Van Waes et Debergh 1986; Rasmussen 1995; Kauth et al. 2006; Sgarbi et
al. 2009). Napt. semenace Dactylorhiza incarnata byly citlivé na aplikaci NH4sNO3 (Dijk et Eck

1995) a napt. semenace hybridni Cattleya nebyly schopné vyuzit NO3™ prvnich 60 dni vyvoje
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narozdil od NH4" (Raghavan et Torrey 1964). U Phalaenopsis amabilis se zda dle Tavares et al.

(2012) vhodnejsi pouzivat v MS médiu (Murashige et Skoog 1962) polovi¢ni nebo jesté nizsi

koncentrace anorganickych forem N v médiu.

Z anorganickych forem (NOs’, NH4") se jako vhodngjsi jevi NH4* (napi. Diaz-Alvarez
2015, Majerowicz 2000, Hew et al. 1993).Jak epifytické, tak i terestrické druhy vykazuji Casto

preferenci k organickému dusiku (AMK) oproti NOs™ ¢i 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 pozorovana byla dokonce i schopnost pfijimat ptimo mocovinu (Phalaenopsis; Trépanier
et al. 2009). Cela tada kultiva¢nich médii obsahuje néjaké AMK, bud’ piimo jako slozky média

nebo v extraktech z ovoce ¢i zeleniny (napft. kokos, banan, ananas, brambor; Harvais 1984, Borris

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

Malmgren 1989, Ponert et al. 2013. Malmgren (1993) pozoroval zlepSeny rdst a vyvoj organd,

kdyZ problematicky kli¢icim druhtim jako Cypripedium calceolus nahradil anorganicky N plné
organickym, ale i dobie kli¢ici eutrofni druhy Anacamptis laxiflora a Ophrys sphegodes
vyzadovaly v médiu pritomnost jak anorganického, tak organického N v podobé casein

hydrolyzatu nebo glutaminu (Mead et Bulard, 1975, 1979). U tropického zastupce Galeola

septentrionalis pozoroval Nakamura (1982) nejlepsi vysledky za pouziti smési AMK anebo
mocoviny, jednotlivé AMK neméli efekt a podobné vysledky s hydrolyzatem proteinti doséhli i
Vacin et Went (1949). Pro kliceni nezralych semen tropickych druhti se z 18 AMK jako
nejvhodnéjsi ukazal arginin, ktery byl stejné dobrym zdrojem N jako NH4NOs3 (Spoerl 1948). Neni
ale jasné, ktera AMK je esencialni a Harvais (1972) a Harvais et Raitsakas (1975) navrhuji kyselinu
asparagovu, glutamov(, arginin a derivat AMK ornithin, zatimco van Waes (1984) dosahoval
lepsich vysledkd s glutaminem neZ s kyselinou glutamovou. Glutamin se osvédcil i pro vyzivu

Catasetum fimbriatum (Majerowicz 2000). Pro kliceni evropskych terestrickych druhii se mezi

zdroji AMK osvédcil nejvice casein hydrolyzat a glutamin (Van Waes et Debergh 1986). Nutno

poznamenat Ze nejen u anorganickych forem ale 1 v pfipadé AMK muiZe vysoka koncentrace napft.

peptidd vést k odumirani protokormi (Cypripedium, Ophrys, Orchis; Malmgren 1989). Horsi

schopnost vyuzivat anorganické formy N miiZe souviset s mykorizni symbidzou, ktera je nezbytna
alespoil pro juvenilni orchideje a AMK pravdépodobné proudi pravé pres houbového symbionta

(Dijk et Eck 1995, Read et al.1989). Fakt, ze kofenovy systém orchideji je jen malo vyvinuty, jen

potvrzuje ptredstavu ze mykorizni houba, ktera ma mnohem vétsi dosah na Ziviny v substratu, je
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velice dulezita pro mineralni vyzivu orchideje (Smith et Read 1997, Brundrett 2002). Z pudy

mohou byt organické formy N jako AMK piijimany pomoci hub, které je mohou ziskavat
Z organickych zbytkd nebo AMK mizou byt pfimo syntetizovany houbami. Harvais et Raitsakas
(1975) si mysli, Ze kyselina glutamova a asparagova jsou dominantni AMK v hyfach v ptipad¢, ze

je houba péstovana jen s organickymi formami N. Ektomykorhizni houby (Read et al.1989) stejné

jako arbuskularni mohou utilizovat NOs” a NH4" (Johansen 1993), coz miZe platit i pro

orchideoidni houby. V tomto kontextu je také zajimavé zjisténi, Ze pfi symbiotickych kulturach
bylo pozorovéano, ze pti vyssich koncentracich (nad 3mM NH4NO3) maji houby negativni efekt na
kliceni orchideji (Dijk 1990). Podobné vysledky, kde ustalend symbioza byla pozorovana na
10mg/l NOs™ a vyssi koncentrace vedly k parasitizmu houby, dosahli i Beyrle et al. (1991). Prace
Wu et al. (2013) zabivajici se Cymbidium goeringii popisuje, ze nemykorizni rostliny piijimaji
NOs™ zatimco mykorizni NH4" a navrhuji Ze mykorizni houby by mohly ovlivnit schopnost rostliny
pfijmat tu ¢i onu formu N. V tomto kontextu je zajimavé ze mykorizni inokulace mize zvysit

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

Jiné prace pozorovaly v asymbiotickych kulturach 4 druhti orchideji zajimavé prostorové
odliSeni aktivity enzymi NR a GS. Aktivita obou je celkové nizka. Aktivita NR byla vyssi
v apikalni ¢asti kofenti a niz$i v listech. Naopak GS méla vyssi aktivitu v listech a niz§i v kofenech

(Majerowicz et al. 2000, He et al. 1993). Je proto mozné, ze NO3™ se u orchideji piednostné

redukuje v kofenech a NH4" se pfednostné redukuje v nadzemni ¢ésti.

Zminované prace se ale zabyvaji relativné vysokymi koncentracemi iontti, jen vyjimecné

se vyskytujicimi v pfirodé€, nebo poukazuji na relativné slabou inhibici (Eiberg 1970; Van Waes et

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

ohroZenim pro orchideje (Diaz-Alvarez 2015). Podle nasich dfivéjsich zjisténi (Ponert et al. 2013)

je kli¢ivost druhu Pseudorchis albida inhibovana jiz pti 2 mg/l NO3™ a pii 100mg/I nekli¢i vibec.

Tento fakt by mohl byt pfimo odpovédny za vzacnost mnohych druht.
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2 Metodika

Experimenty probihaly na Katedie Experimentalni biologie rostlin PfF UK v Praze.

2.1 Zdroje semen

Zdroje semen jsou sepsané v tabulce 2.

Tab. 2 Zdroje semen

Druh

Zdroj

puvod matec¢nych rostlin

Anacamptis morio

BZ Praha Troja

Italie, Apulie

Anacamptis laxiflora BZ Praha Troja Italie, Kampanie
Dactylorhiza majalis BZ Praha Troja CR, Radlo u Jablonce
Himantoglossum robertianum | BZ Praha Troja Recko, Peloponés
Gymnadenia conopsea BZ Praha Troja CR, Bilé Karpaty
Gymnadenia densiflora BZ Praha Troja CR, Bilé Karpaty
Gymnadenia odoratissima BZ Praha Troja CR, Bilé Karpaty

Gymnadenia rhelicanii

BZ Praha Troja

Italie, Giardino alpino
Saussurea, Loc. Pavillon Mont

Frety, Courmayeur AO

Ophrys neglecta

BZ Praha Troja

Italie, Kampénie

Pseudorchis albida

Piirodovédecka

JihocCeské Univerzity

fakulta

CR, Sumava, N 49°5', E13°33'
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2.2 Priprava semen k vysevu

Zrala semena byla po dosuseni pii teploté
20-25°C umistnéna do papirovych sackt podle
Ponerta (2009); protoze v igelitovém hrozi spafeni a
elektrostatické nalepeni na stény sacku. Semena
byla vycisténa od zbytkli semeniki pomoci pinzety
se zahnutym koncem a natfdsanim papiru se
zahnutymi okraji (obr. 2). Nasledné byla semena
umistnéna do stfikacky 5 ml Luer s nasazenou jehlou

0,8x40 (Medicor Neomed, Hungary), kterda méla v

hrdle vlozenou sitku pro sitotisk. Do stiikacky

Obrazek 2: Papir se zahnutymia okrajemi a semena . . , . .
vy&isténa od zbytkii osemeni nebylo nikdy umisténo vic semen nez objem 0,1 ml;

v ptipad¢ Ze semen z jediné lokality bylo vic, byla
rozdélena do vice stiikacek, kde nebyla skladovana déle nez 10 hodin pied vysevem, aby v piipadé,
ze nebyla dostate¢né vysuSena nehrozilo jejich napadeni houbami.

Pouzita semena byla vzdy Cerstva, (nejvic rok od zbéru). Jedinou vyjimkou byli semena

H.robertianum, které byly v dobé vysevu 6 let staré.

2.3 Desinfekce semen

Semena Vv stiikacce (Casy desinfekce a roztoky pouzité u jednotlivych druhii jsou popsany
v tab. 3) byla desinfikovana nejprve v roztoku ¢istého 70% etanolu po dobu 4-5 minut, pak byla
promyta 3x v autoklavované deionizované vod¢, pak 0-10 minut desinfikovana v 2% roztoku
H2S04 a piimo vlozena do roztoku Ca(ClO)2 na 4-10 minut. Roztok Ca(ClO)2 byl pfipravovany
vzdy Cerstvy podle Ponerta (2009) z 10 g chlérového vapna a 50 ml destilované vody, ponechan
odstat hodinu, pak prefiltrovan pfes filtraéni papir a pfidana kapka smacedla Tween 20. Nakonec
byla semena 3x proplachnuta deionizovanou vodou autokldvovanou v erlenmayerovych bainkach
zakrytych alobalem. Alobal byl opaleny nad plynovym kahanem, a pak ptez n¢j byla propichnuta
jehla a nasata voda. Cela desinfekce semen probihala v laminarnim flow-boxu, ale dusledné&jsi

sterilni prace probihala az od aplikace Ca(ClO)2 (chirurgické rukavice, sterilizované plochy boxu).
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Semena ve vod¢€ po sterilizaci neztstala déle nez 1 hodinu a doslo okamzité k vysevu - aby voda
nepusobila dale na vydesinfikovana semena. VSechny roztoky byly do stfikacky nasavany do

objemu asi 2-3 ml.

Tabulka 3.- ¢asy desinfekce (minuty) a pouZita desinfekéni ¢inidla, H20 byla deionizovana

druh ETOH H20 H2S04 Ca(ClO)2 H20
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 Priprava kultiva¢niho média

V asymbiotickych vysevech bylo pouzivano vyhradné¢ médium “MON” (viz Piiloha I)
ptipravené podle Ponert et al. (2013), a pro symbiotické vysevy modifikované médium OMA (3
g/l mleté ovesné vlocky, 10 g/l agar; Perotto et al. 2014, Ercole et al. 2015; viz Ptiloha I) s riznymi

koncentracemi dusi¢nant (1, 2, 10, 50 a 100 mg/l NaNO3, dale jen dusi¢nanova fada a jednotlivé
varianty dale jako NO, NI, N2, N10, N50 a N100). Do médii byly dale pfidavany ristové
regulatory, donory a zhasece NO, inhibitor NR wolframan. VSechny experimenty zjist'ujici efekt

NOs3™ na kli¢ivost jsou shrnuty v Tab. 4.
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Tab. 4: Prehled experimentl a druhti, na kterych byly provedeny

Druh/ dusi¢nan | fytohormon | NHs" | osmoticky | Donory, | Wo4 | Symbiotic

experiment ova fada aktivni zhasece ky vysev
latky

A. morio Ano - - - - - -

A. laxiflora Ano - - - - i _

D. majalis Ano - - - PTIO, - -
cPTIO,
SNP
H. Ano - - - - - -
robertianum
G. conopsea | Ano NAA, BAP, | Ano NaCl, PTIO,cP | Ano Ano
Kinetin, GAs CaCl» TIO,
SNP

G. densiflora | Ano - - - - i _

G. Ano - - - - - -

odoratissima

G. rhelicanii | Ano - - - - _

P. albida Ano - Ano | NaCl, - - -
CaCl;

O. neglecta | Ano - - - cPTIO - -

Zasobni roztoky dusikatych a osmoticky aktivnich latek byly pfipravovany jako roztoky
0.1 g/ml a na kazdou sérii byl pouzit novy zasobni roztok. V ptipad¢ pouzivani donorii a zhaseci
NO byla vynechana varianta 50 mg/1 NOs™ a v piipadé pokusu s Nigritella cf. rhelicanii byla pouzita
i varianta 2 mg/ml.
Slozky média byly rozpoustény postupné za stalého michani v deionizované vod¢ (vodivost max
y 0.01 uS). Médium bylo pfipravovano v objemu 1-2 1 a nésledné rozdéleno na varianty a byl
piidan NaNOs. Kazda série média byla oznacena a na vysev na kazdé z variant byla pouzita média

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

2.5 Vysev semen a kultivace

Vysev semen probihal v sterilnich podminkdch v laminarnim flow-boxu (pokracovani
z kapitoly 2.3). Filtrem ucpana jehla byla nahrazena novou $irsi jehlou (1,8 x 40 (15Gx1'%*, Luer-
Lock, Dispomedicor Rt, Hungary) a semena Vv suspenzi byla vystiikana na pfipravené kultivaéni
médium v petriho miskach. Pouzivany byly bud’ misky s primérem 9 cm (v tomto piipadé bylo
nalito primérné 28 ml média na misku) nebo 6 cm (v tomto piipad¢ bylo nalito 10 ml média na
misku). Semena na médiu byla kruhovymi pohyby rozmisténa rovnomérné na povrchu média.
Petriho misky byly utésnény parafilmem, oznaceny a umistnény bud’ do chladové komory (4°C)
nebo ptimo do kultivacni mistnosti s 20°C (viz tab. 5). Po 12 tydnech resp. 3 mésicich byly vysevy
z chladu a tmy pfemistény do kultiva¢ni mistnosti s teplotou 20 °C pficemz byly vzdy ponechény

ve pro svétlo nepropustnych ¢ernych plastovych krabicich (tab. 5).

Tab. 5 Piehled kultivaénich dob

rody 4°C (Chladova komora) 20 (+-27) °C (Kultivacni
mistnost S06)

Gymnadenia 3 mésice 4 mesice
Pseudorchis 3 mésice 8 mésicu
Ophrys, - 2 mésice
Anacamptis,

Dactylorhiza,

Himantoglossum

2.5.1 Asymbioticky vysev semen

VétSina experimentll probihala bez symbiotické houby v petriho misce s externim zdrojem
cukru v médiu, mikro a makroprvky v podobé média MON s dusi¢nanovou fadou, které fungovaly
jako nahrada mykorizniho symbionta.
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2.5.2 Symbioticky vysev

V piipadé symbiotického vysevu byla semena vysévana na modifikované médium OMA s
NaNOs v koncentraci 0, 1, 10, 50 nebo 100 mg/l, na které byla ptfesné den po vysevu naockovana
houba B1 (Ceratobasidium sp.) nebo houba Q404. Ob¢ houby jsou izolaty dlouhodobé pouzivané
pro symbiotické kultivace riznych druhi orchideji. Kultury byly poskytnuty Hardy Orchid Society,
Velka Britanie. Nao¢kovani probéhlo vlozenim 1 cm2 velkého kousku média s kultivovanou

houbou. Houby byly kultivovany v klimaboxu pii 20°C na médiu OMA.

2.6 Hodnoceni experimentu

Hodnoceni experimentt (s¢itdvani semen a foceni petriho misek) probihalo vzdy v rozmezi
3 dni ode dne hodnoceni (soucet obou sloupcii tabulky 5). Kviili objemu nékterych experiment
nebylo mozné vzdy hodnotit cely pokus najednou. Protokomy, které jest€¢ nemély vytvoren

znatelny pryt, byly sbirdny na analyzu endogennich sacharidt a pro zjistovani obsahu NO.

2.6.1. Pocitani semen a protokormu

Semena byla pozorovana stereomikroskopem (Kriiss, MSZ 5400 Stereo Zoom Microscope,
zvetSeni 40x) a byla seCtena vSechny semena na petriho miskach. Fotografie na zjisStovani délky
protokormi byly potizeny DSLR (z anglického digital single-lens reflex camera, digitalni jednooka
zrcadlovka) Canon 760D s objektivem Canon EF 100 mm f/2,8 Macro USM ptipadné DSLR Nikon
D7000 s objektivem Micro Nikkor 55/2,8 MF. V ojedinélych ptipadech, kdy bylo na misce pfilis
mnoho objekti, bylo secteno %, 2 nebo jenom %4 misky, ale to jenom v piipadé Ze bylo napocitano
vic nez 100 objekti. Pozorované objekty byly zatazeny do kategorii (rozepsano v tab. 6, jednotlivé
kategorie obr. 3). Kli¢ivost byla po¢itana jako podil kategorii ,,b, ,,db*“,“p* a ,,dp* ze vSech
kategorii kromé ,,0* a ,,ns". Utvary ,»ds“, ,,db“ a ,,dp* byly jenom nahnédlé, tudiz pravdépodobné
odumiraly, ale nebyly pravdépodobné jesté odumielé. Jejich pritomnost vyjadiuje v této praci
mortalita. Mortalita se pocitala jako podil zhnédnutych vyklicenych objektt (tj. dp a db) ke vSem
kategoriim objektt kromé¢ ,,ns“ a ,,0*“. Celkova mortalita se pocitala jako podil v§sch zhnédnutych
objektu (tj. dp, db a ds) ke vSem kategoriim objektti kromé ,,ns“ a ,,0°. Podil $patnych semen

(kategorie ,,ns“ a ,,0) ke vSem objektim se pocital jako kontrola kvality. Nejdel§i primeér
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protokormti byl zméten z fotografi programem ImagelJ 1.501, funkci measure length (pixely byly

pomoci vyfoceného méftitka prevedeny na metrické jednotky).

Tab. 6: Kategorie pozorovanych objekt

Zkratka Typ objektu

objektu

p protokorm s vlasky

b protokorm bez vlaskll dale oznacovan jako “bobtnajici embryo” (b) coz byl

utvar, ktery se uz zjevné déli a protrhnul osemeni

dp hnédnouci protokorm
db hnédnouci protokorm bez vlasku
S zralé, ale nevyklicené semeno (u starSich experimenti tato kategorie zahrnuje i

kategorie bs a ds, u novéjsich rozlisuji i tyto dvé kategorie navic, pticemz s je

chépano jako semeno jiz schopné vyklicit ale nebobtnajici

bs bobtnajici semeno

ds hnédnouci bobtnajici semeno

0 osemeni bez embrya

ns nezralé semeno s nedostate¢né vyvinutym embryem

Kli¢ivost byla pocitana jako podil kategorii ,,b*, ,,db*,“p* a ,,dp* ze vSech kategorii kromé
,,0°a ,.ns“. Utvary »ds®, ,,db“ a ,,dp* byly jenom nahnédlé, tudiz pravdépodobné odumiraly, ale
nebyly pravdépodobné jesté odumielé. Jejich ptitomnost vyjadiuje v této praci mortalita. Mortalita
se pocitala jako podil zhnédnutych vyklicenych objektid (tj. dp a db) ke vSem kategoriim objektt
kromé ,,ns“ a ,,0°“. Celkova mortalita se pocitala jako podil v§sch zhnédnutych objekti (tj. dp, db a
ds) ke v§em kategoriim objektd kromé ,,ns* a ,,0%. Podil $patnych semen (kategorie ,,ns* a ,,0°) ke
vSem objektlim se pocital jako kontrola kvality. Nejdelsi pramér protokormt byl zméten z fotografi
programem ImageJ 1.501, funkci measure length (pixely byly pomoci vyfoceného méfitka

pfevedeny na metrické jednotky).
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Obrazek 3:Kategorie pozorovanych objektt

2.7. Statistické hodnoceni

Statisticka analyza byla provedena programem R verze 3.2.4 (R Development Core Team
2016) Dataset vlozeny do programu obsahoval poéty objekti v jednotlivych kategoriich a
vypocitanou kli¢ivost, podil Spatnych a mrtvych semen. Rozdily mezi métenimi byly statisticky
testovany pomoci ANOVA, nasledovanou Tukey—Kramerovym testem (Kramer 1956) pro data s

normalnim (gaussovym) rozdélenim. Pro velikosti protokormii byla pouzita hierarchickd ANOVA.

41



V pfiipad¢ Ze data neméla normalni rozdéleni, byla transformovéna funkcemi log, sqrt nebo sin,
cos, tan, asin, acos, atan podle konkrétni povahy dat.

Dataset obsahoval pro kontrolu i koéd pouzitého média a varianty sterilizace (pouzité
stiikacky ze které byla semena vysévana na konkrétni misku), kde se stejnym zptisobem, jako bylo

popsano vyse, statisticky hodnotil mozny vliv efektu pouzité varianty média a varianty sterilizace.

2.8 Cytometrie (FCM)

Odliseni tézce odlisitelnych druhti G. conopsea a G. densiflora bylo potvrzeno DNA
pratokovou cytometri (FCM).
Spi¢ky listl byly posekany Ziletkou se standardem (vyrazné mensi kousek nez vzorek) a v

Petriho misce smichany s Otto I pufrem (Travnicek et al. 2010, Dolezel 2007, Otto 1990). Jako

standard byl pouzit hrach Pisum sativum s “peakem” na relativni fluorescenci kolem 100 (Suda

2005, Chumova 2015). Suspenze byla pak filtrovana pies nylonovou sitku s porozitou 42 pm ,

obarvena pomoci 4',6-diamidino-2-phenylindol - DAPI a po 5 minutach analyzovana piistrojem
Partec CyFlow cytometr (Partec GmbH., Miinster, Germany) a nasledn¢ analyzovéana programem
Partec FloMax Software verze 2.4d. Vysledky méfeni jsou zobrazeny na obr 4. G. conopsea a na
obr 5. G. densiflora. Tyto dva druhy se daji rozeznat pode vzajemného postaveni ,,peakt‘ (jejich
relativni vzdalenosti) i podle postaveni vuéi ,,peaku‘ hrachu. U Gymnadenia conopsea (obr. 4) je
pomér mezi peaky (mezi jejich vzdalenostmi) mensi nez u G. densiflora (obr.5). Pomér mezi

,peakem* 2C a P/2C je u G. conopsea piiblizn¢ 1.6 zatimco u G. densiflora ptiblizné 1.75.
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File: 2b + P100.FCS Date: 10-08-2015 Time: 11:33:21 Particles: 3000 Acq.-Time: 278 s partec PAS
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Obrazek 4: Relativni fluorescence jader G. conopsea, 0sa X: relativni fluorescence, osa y: pocet jader, ,,peak™ 2C zde neni vidét,
interni standard Pisum sativum ma ,,peak na relativni fluorescenci 102.34, nasleduji ,,peaky* 2C+P (138,01), 2C+3P (236,39) a
2C+7P

File: 1roj spicka + P100.FCS Date: 10-08-2015 Time: 10:58:59 Particles: 3000 Acq.-Time: 126 s partec PAS
250

200 4

counts

0 200 400 600 800 1000
DAPI

Obrazek 5: Relativni fluorescence jader G. densiflora, osa x relativni fluorescence, osa y: pocet jader, ,,peak” 2C zde neni vidét,
interni standard Pisum sativum ma ,,peak* na relativni fluorescenci 98,32 nasleduji ,,peaky 2C+P (128,42), 2C+3P (236,98) a
2C+7P
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2.9 Zjistovani obsahu jednotlivych forem N v rostliné

2.9.1 Aplikace donorii a zhase¢ia NO

Zjistovani obsahu NO probihalo pomoci aplikace donori SNP (Sodium nitroprusside;
Sigma-Aldrich), SNAP (S-Nitroso-N-acetyl-DL-penicillamine; Sigma-Aldrich) a zhasect NO
(PTIO, cPTIO; Sigma-Aldrich), které byly pfidavany do kultiva¢nich médii s dusi¢nanovou fadu
bez varianty N50, kterd byla vynechana pro tsporu nakladt na aplikaci zhasec¢i NO. Dusi¢nanova
fada v experimentech s donory a zhaseci byla tedy NO, N1, N10 a N 100. V tabulce 7. je piehled

rozpoustédel pro jednotlivé donory a zhaSece a koncentrace, ve kterych byly pouZzity.

Tab. 7. Piehled pouzitych koncentraci pro jednotlivé donory a zhasece a jejich rozpoustédla.

donor/zhésec Rozpoustédlo koncentrace v médich
PTIO Etanol 10 uM, 100 uM, ImM
cPTIO H20 10 uM, 100 uM, 1TmM
SNP Etanol 10 uM, 100 uM, ImM

Zhasece PTIO a cPTIO byly pfidavany do média po autoklavovéni, kdyZ mélo médium
teplotu asi 40°C filtraci (filtry 0,45um) protoze se teplem nici, pricemz v prvnim experimentu, kde
bylo ¢cPTIO pouzito a rozpousténo bylo v etanolu, byla filtrace vynechana z diivodu vysokych ztrat

roztoku ve filtru. Sice je SNAP povazovan za u¢innéjsi donor NO (Floyszak-Wieczorek 2006),

rychleji se ale rozklad4 i za laboratorni teploty, proto byl prozatim z mych experimenti vynechén
a jako jediny donor byl pouzit SNP. SNP se pfi klavovani v cukerném roztoku rozklada ze 40 %,
proto byl do média pfidavan filtraci az po klavovani, kdyZ mélo médium teplotu asi 40°C (filtry
0,45 um). Roztok SNP byl pfipraven bezprostiedné pied piidanim do média, aby se co nejméné
vystavoval svétu a dochazelo co nejméné k fotodegradaci (doporuceni vyrobce Sigma Aldrich

2016).

2.9.2 Aplikace wolframanu

Wolframan sodny (Na;WOs; Sigma-Aldrich), byl pfidavan do média ve formé roztoku
(rozpustén v H20), pied klavovanim v podobé vodného roztoku a experimenty s nim mély 3

varianty (kontrolni varianta bez wolframatu, 50 mg/l a 100 mg/I).
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2.9.3 Lokalizace NO

Protokormy byly podélné piefiznuty ziletkou na poloviny, inkubovany v roztoku 10uM
detekéni barvy DAR-4M-AM ve fosfatovém pufru (pH 7,4; 0,2M) po dobu 45 minut, prevedeny
do pufru a nasledné pozorovany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu Olympus Provis AX70,
excitaci zelenym svétlem (excitacni filtr BP 510-550nm). Zasobni roztok barvy byl skladovéan ve
tmé pii -20°C.

2.9.4. Kvantifikace NO

2.9.4.1 Priprava extraktu z protokormii

Protokormy (varianty NO a N100) o celkové Cerstvé hmotnosti zhruba 50 mg byly okamzité
zmrazeny v tekutém dusiku a rozdrceny kulovym mlynkem (10min, frekvence 30)
v mikrozkumavkach se dvéma nerezovymi kulickami. Ke zmrazenym vzorkiim bylo piidano 0,5
ml chlazeného (4°C) fosfatového pufru (pH 7.4, 0,2M), vznikla smés byla vortexovana a
centrifugovana 10 min v chlazené centrifuze (4°C, 13000 rcf). Supernatant byl nasledné
odpipetovan a 10x ziedén, pti¢emz byl neustale drzen v ledu. Zasobni roztok barvy DAR-4M-AM

byl pfipravovan stejnym zplsobem, jako v piedchozi kapitole 2.10.3.

2.9.4.2 Méreni na fluorometru

Na fluorometru byla nasledné¢ pro kontrolu zméfena flouorescence extraktu z H.
robertianum, poté byla ptidana barva DAR-4M-AM (Sigma-Aldrich) pro vyslednou koncentraci
v kyveté (pouzivany byly kfemenné kyvety o min. méfitelném objemu 50ul) 1 uM. Po 10 min
méfeni byl ptidan zhase¢ NO PTIO (1,54puL roztoku 0,1mg/l). Po dalSich 5 min byl pfidan donor
NO SNAP pro vyslednou koncentraci v kyveté 1 pM. Koncentrace a sloZeni zasobnich roztoka
jsou uvedeny v tab. 8. Dalsi experiment mél za cil ovéfit, zda je odezva fluorescence barvy citliva
ke koncentraci NO. Nejprve byla zméfena fluorescence fosfatového pufru (pH 7,4) s 1 uM barvou.
Po 10 s byl ptidan donor NO SNAP pro vyslednou koncentraci v kyveté¢ 0.05,0.075 a 0.1 mM.

Nasledné jsme pfistoupili k porovnani obsahu NO ve dvou variantach protokormu D.
majalis, konkrétné NO a N100. Na fluorometru byla nejprve pro kontrolu zmétena fluorescence

extraktu a v ¢ase 10 s piidana barva pro vyslednou koncentraci v kyveté¢ 0,1 mM. M¢feni byla
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ukonc¢ena po 30 min.

Pro kazdou vyslednou kiivku byly odecteny ti1 blizké hodnoty fluorescence po delSim Case
meéteni (444,446 a 448 s v ptipadé pokusu s pfidavanim rizné koncentrace SNAP; 1956, 1958 a
1960 s v ptipad¢ pokusu s rostlinnym materidlem) a zprimérovany. Od ziskanych hodnot byla pro
korekci pozadi odectena hodnota priiméru tfech blizkych hodnot ze zacatku méteni, kde se jiz
ustalil priubéh kiivky (pokus ze SNAP: t=58,60 a 62 s a pokus s rostlinnym materidlem t= 226,228
a2305)

2.10 Analyza rozpustnych sacharidi v protokormech

Protokormy byly ihned po otevieni petriho misky vlozeny do mikrozkumavek 2 x
propichlym vickem, byla zjisténa jejich Cerstva hmotnost a pak byly okamzité ponofeny do
tekutého dusiku. Néasledn¢ byly vzorky lyofylizovany v zafizeni Lyovac 20 hodin, poté byla
zjisténa jejich sucha hmotnost a do kazdé mikrozkumavky byl ptidan 0,5 ml 80% metanolu.
Vzorky byly inkubovany v termoblocku (Grant QBT1) pii 75°C po dobu 15 minut a pak byl
metanol odpafen ve vakuové odparce Speedvac po dobu 3 hodin (program s vakuem pro alkohol
V-AL). Dale byla ptidana ultra¢ista voda (MiliQ) podle suché hmotnosti vzorku (podle tabulky 8),
vzorky byly vloZeny do ultrazvukové lazné (Bandelin RK31) na 15 minut a pak centrifugovany

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

Tab. 8 Ptidavani MiliQ podle suché hmotnosti vzorku

hmotnost vzorku | <5mg 5-10mg 10 - 20mg 20 -30 mg
pridana MiliQ 0,3 ml 0,5 1 15

Z centrifugovanych vzorkli byl odebran supernatant a ten byl filtrovan membranovym
filtrem Millex Milipore (0,45 pm) do novych mikrozkumavek. Vzorky byly méfeny pomoci
vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) s refraktometrickou detekci (refraktometr
Shodex  RI-71;  Chromlet; piedkolonka naplnéna IEX Pb form 8  um,
kolona 250 x 8 mm naplnéna IEX Pb form 8 pum; Watrex, Praha, Ceska Republika. Objem
injektované¢ho vzorku byl 50 pl a chromatogramy byly upravovany pomoci software Clarity
5.0.4.158.
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2.11 Analyza obsahu Skrobu v protokormech

Pelety, které zlstaly z pfipravy vzorkll na analyzu rozpustnych sacharidl, jsem pouzival
dal v tomto experimentu. K peletim byl ptidan 1 ml MiliQ vody, vzorek byl zvortexovan

dale ulozen do ultrazvukové 1azn€ na 15 minut a centrifugovan 15 minut na 14000 rcf,
stiikackou byl odsat supernatant a tento postup byl zopakovan 4x. Vzorky byly poté ulozeny do
mrazaku (-18°C). Po rozmrazeni bylo pfidano 0,5ml 0,1M acetatového pufru (pH 4.5) do kazdé
mikrozkumavky, vzorky byly poté autoklavovany programem 5-slow 121, (autoklav Tuttnauer
2540EK-N; 20 min, 121 °C, 144 kPa). Po vychladnuti vzorkd v lednici na 4°C bylo ptidano 100 pl
enzymatického roztoku (30U a-amylazy; Sigma 35U/mg a 60U amyloglukéazy; Sigma 70U/mg) a
tato smé&s byla inkubovéna pii 40°C 14 hodin. Enzymy byly nasledné inaktivovany teplotou 95°C
po dobu 5 minut a vzorky pak odpafeny na vakuové odparce SpeedVac do sucha (program V-AQ
pro vzorky s vodou ve vakuu) nejprve 2h pii 60°C a pak 1h na 45°C. Obsah mikrozkumavky byl
pak nesuspendovan V odpovidajicim mnozstvi MiliQ vody (podle tabulky 9.) mirozkumavky
vlozeny do ultrazvukové lazn€¢ (15 minut) a centrifugovany (10 minut, stejné pfistroje) a
supernatant byl prefiltrovan do nové mikrozkumavky. Obsah gluk6zy vznikly St€penim Skrobu byl

meéfen stejné jako v ptipadé rozpustnych sacharidi.,

Tab. 9 Ptidavani MiliQ podle suché hmotnosti vzorku

hmotnost vzorku | <bmg 5-10mg 10 - 20mg 20 -30 mg
ptidana  MiliQ | 0,3 0,3 0,5 1
Skroby
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3. Vvsledky

Celkové bylo ve vSech experimentech v této praci napocitano dohromady 528176 objekti

v 37 vysevovych pokusech.

3.1 Vliv NO3™ na Kkli¢eni a rust protokormi nékterych druht

orchideji

3.1.1 Anacamptis laxiflora

S poctem opakovani n =4 - 5 (NO-0 mg
NOs7/I: 4, N1-10 mg NOs7/I: 5, N10-50 mg NOz
ol T /l: 4, N100-100 mg NOs37/I: 5) na variantu
T T z celkového poctu 23 nekontaminovanych misek

>

70

bylo napolteno 6466 objektl s primérem

klicivost [%]

i l = 281+738 objektd na misku. Kli¢ivost semen

nebyla sice  prikazn€¢ ovlivnéna NOz
J (Fa1m=1,538 0=0,236; obr. 6), ale byl zde jasny

trend poklesu klicivosti s vy$§imi koncentracemi

0 1 10 50 100 NOs". Mortalita protokorma ,,dp“ a bobtnajicich

koncentrace NO, {mg/l A o N
oneemimEe N op embryi ,,db“ se mezi variantami nelisila (y ? @4 =

Obrazek 6:. Vliv NOsz na kli¢ivost semen A. laxiflora. 4.0533 p = 03988) a ani neVykazova|a iédn}’,
Boxploty znazornuji mediany hodnot klicivosti, stejna ’ '

pismena znaci statisticky neliSici se varianty (o = 0,05; trend.
ANOVA).
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3.1.2 Anacamptis morio

S poétem opakovani n=3-6 na variantu (N0O-5, N1-6, N10-4, N50-3, N100-6) a celkov¢ 24
nekontaminovanych misek bylo napocitanych 4702 objekti. Primérny pocet objektti na misku byl
196+156. Inhibi¢ni efekt nitrath na kli¢ivost Anacamptis morio byl prikazny (F[s4,19=5.264
a=0,00502) s velkym poklesem kli¢ivosti na dvou nejvysSich koncentracich NOs™ (obr. 7).
Mortalita ,,dp* a ,,db* se mezi variantami dusi¢nanové fady nelisila (y ? ) = 5.5156, p = 0.2384)

bez znatelného trendu.

100 _\
9 i 5

80

70

AB

klic¢ivost [%]

60 4 !
50 - 7 i:|
°

40

T T T T T
0 1 10 50 100

koncentrace NO," [mg/1]

Obrazek 7: VIiv NOs3™ na kli¢ivost semen A. morio. Boxploty znazoriuji mediany hodnot kli¢ivosti, odli§na pismena znadi statisticky
odlisné varianty (0. = 0,05; ANOVA, TukeyC test)

3.1.3 Dactylorhiza majalis

S poctem opakovani n= 3-5 (NO:4, N1:5, N10:4, N100:5) misek na variantu a celkové 18
nekontaminovanych misek bylo napocitanych 1874 objektd. Primérny pocet objektl na misku byl
104+91. Inhibi¢ni efekt NO3™ na kliceni semen Dactylorhiza majalis byl prukazny (F[3,14;=6.93
a=0,00432; obr. 8a). Mortalita ,,dp*“ a,,db” se mezi variantami dusi¢nanové fady neliSila
(F3,14=0,451, 0=0,721) a vSechny mrtvé objekty (F[3,14=1,103, 0=0,381) byly v ramci variant

dusi¢nanové fady rozdéleny ndhodné.
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Cely tento pokus byl opakovan jesté jednou jako kontrola pokusu s cPTIO. Zde bylo 3811
objektt s poétem opakovani n= 4-6 misek (N0:8, N1:7, N10:6, N100:5) na variantu a s celkovym
poctem 22 nekontaminovanych misek a s primérem 141+402 objektti na misku. Vysledky byly
velice podobné, inhibi¢ni efekt nitrati byl potvrzen se stejnym snizenim klicivosti na varianté NO,
nejvyssi klicivosti na variant¢ N1 a naslednym snizovanim kliivosti, pficemz na N100 byla
kli¢ivost vyrazné nizsi (F[3177=6,347, 0=0,00439, obr. 8b). Mortalita ,,dp* a ,,db* se mezi
variantami dusi¢nanové fady nelisila (F3177=1,76, 0=0,193), stejné tak jako mortalita vSech

mrtvych objektl (Fp3.17=2,016, a=0,15), a 0boji bez vyrazného trendu.
a b

A

= S

60

_‘]"_
1 l
ol

30 L g ey
—L = T T T T
I I I I 0 1 10 100
0 1 10 100 K " NO-[mg/l]
oncentrace Cmeg;
koncentrace NO, [mg/1] 3 LNE

klic¢ivost [%]
1
&
o<}

klicivost [%]
3

|
>

1

N
[=]
|

Obrazek 8: VIiv NOs™ na kli¢ivost semen D. majalis. a. prvni pokus, b. opakovani, Boxploty znazoriuji mediany hodnot kli¢ivosti,

odlidna pismena znadfi statisticky odli§né varianty (o = 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 znamé ploidie

byla testovana na dusi¢nanové fade s s poctem

25 + opakovani n=(2) 3-4 misek na variantu, s

I celkovym poctem 21637 napocitanych

= objektt na 17ti miskach. Primérné bylo na
515 7 misce 1272+772 objektd. Rozdily kli¢ivosti
§ el semen mezi variantami dusi¢nanové fady byly
2 - A prikazné (Fa12=20.31, a= 2,83x10%, log
s — i - trafsformace, Obr. 9?. M?rtalita (objekty ,,p“ a

i = D ,b) klesala se zvySujicim se obsahem N v

5 5 &b médiu (Fr115=9.106, 0=0,00866). Inhibiéni
koncentrace NO, [mg/1] efekt nitrati v tomto experimentu byl druhy

nejsilnéjsi pozorovany po Pseudorchis albida.

Obrazek 9: VIiv NOs na kli¢ivost G. conopsea. Boxploty ", ., s
znazornuji mediany hodnot kli¢ivosti, odlisna pismena znaci P opakovam pOKUSU by|0 napocitano

statisticky odlisné varianty (a = 0,05; ANOVA, TukeyC test). ¢ objekti na n=4-6 miskich (celkem 24
misek) s praimérem 236+333 objektt na misku. Nebyly zde pozorovany signifikantni rozdily mezi
variantami dusiénanové fady (y 2 (4 = 9.2561, p = 0.05501; obr. 10a) , byl zde ale znatelny trend
potvrzujici inibi¢ni efekt nitratl. Na koncentracich 50 a 100 mg/l NOs™ byla kli¢ivost témé&f nulova.
Mortalita ,,dp*“ a ,,db* se mezi variantami nelisila (Fps,18) = 3,323 0=0.229; data transformovana
funkcii sqrt, obr 10b).
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Obrazek 10: Vliv dusi¢nanti na a. kli¢ivost a b. mortalitu ,,p“ a ,,b* u G. conopsea. Boxploty znazornuji mediany hodnot kli¢ivosti
(mortalit), stejna pismena znadfi statisticky stejné varianty (o = 0,05; ANOVA, TukeyC test).

Druhé opakovani mélo kvuli vysoké kontaminovanosti jenom 1325 objektti (na 9 miskach)

S N=2-4 objektl na misku, s primérem 147+82 objektli na misku. Rozdily mezi variantami byly
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Obrazek 11: Vliv dusi¢nani na kli¢ivost ,p“ a ,b* u G.
conopsea. Boxploty znazornuji medidny hodnot kli¢ivosti,
stejna pismena znaci statisticky stejné varianty, varianta N50
se nehodnotila protoze méla jen 2 opakovani (o

ANOVA, TukeyC test).

signifikantni, a potvrdily inhibi¢ni efekt nitrati na
kli¢eni Gymnadenia conopsea (F1,5=0.623,
a=0,0466; data transformovana funkci sqrt; obr.
11), u kontroly vSak byly vysoké kontaminace
kvuli infekci rozto¢l, proto v ni chybi varianta
N100 a varianta NO méla jen 2 opakovani.
Mortalita ,,dp* a ,,db* se mezi variantami nelisila
(Fr2,6;=0.155, 0=0,86).

Ve tfetim opakovani tohoto pokusu bylo
napocitano 16659 objektti na n=11-17 miskéach
(64 celkov€) na variantu s primérem 260+455
objektti na misku. Tento experiment vykazoval
odlisné vysledky od piedchozich. Kli¢ivost se zde

neliS§ila mezi variantami dusi¢nanové fady

(Fra,591=0.302, o= 0.875, log transformace; obr. 12) a byla bez znatelného trendu, coz se neshoduje

s predeslymi zjisténimi. Mortalita ,,dp“a ,,db“ se mezi variantami dusicnanové fady neliSila
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(F4591=0.908, a= 0.466) stejn¢ tak jako mortalita vSech objekti (Fas9= 2.257, o= 0.0737;).
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Obrazek 12: VIiv NOs™ na kli¢ivost G. conopsea. Boxploty znazoriuji mediany hodnot kli¢ivosti, stejna pismena znadi statisticky
stejné varianty (o = 0,05; ANOVA, TukeyC test).

Posledni, paté opakovani pokusu mélo dohromady

w ] N 7189 objekti na 35 miskach s poctem opakovani n=5-6 na
variantu a primérem 205+186 objektd na misku. Kli¢ivosti

se mezi variantami dusi¢nanové fady vtomto piipadé

27 é é statisticky neliSily, ale vykazovali klesajici trend se

klicivost [%)]

10 - ? stoupajici koncentraci NOz™ v médiu (y 2 @) = 5.0934, p =
0.2778; obr. 13). Mortalita ,,dp* a ,,db* se mezi variantami

0 110 s 100 dusi¢nanové fady neliila (y 2 @ = 7.6926, p = 0.1035),
koncentrace NO," [mg/1] i . ] .

' stejné tak jako mortalita viech objektf (y ? 4 = 5.2927, p =

Obrazek 13: Vliv dusi¢nanti na klicivost semen

G . conopsea. Boxploty znazoriuji mediany 02586)

hodnot  kliCivosti, stejna pismena znaci

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

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

Vzhledem ke komplikované taxonomii komplexu Gymnadenia conopsea agg. byly
porovnavany odezvy semen jednak vSech jedinct cytometricky ur¢enych jako G. densiflora a G.
conopsea zvlast, ale také odezvy jednotlivych rostlin.

Kli¢ivosti jedincu tetraploidni G. densiflora a G. conopsea se mezi sebou lisily, rostlina
,»4c“ méla vyrazné nejlepsi klicivosti (G. conopsea), a lisila se od vSech (Fpo,236) = 23.35, p = <2x10
18; log transformace; obr 14a). Celkové jedinci G. conoposea klicily 1épe nez G. densiflora (Fis 244)
=17.57, p = 3,88x10°; transformace obracenou hodnotou; obr 15b). Vy3e rozepsané dva vysledky
zahrnuji kli¢ivosti na vSech variantach dusi¢nanové fady, podobné vysedky byly vsak dosazeny i

za vyhodnocovani kli¢ivosti jen z varianty NO.
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Obrazek 14: Kli¢ivost a. vSech jedincu tetraploidni G.conopsea (zelené) a tetraploidni G. densiflora (modré) a b. porovnani vsech
rostlin uréenych jako tetraploidni G.conopsea (4c) a tetraploidnich G. densiflora (4d). Boxploty znazoriuji mediany kli¢ivosti,
rozdilna pismena znaci statisticky odli§né varianty (o = 0,05;ANOVA, TukeyC test).
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3.1.4.2.1 Gymnadenia conopsea (tetraploid)

V tomto pokusu bylo napocteno 24404 objekti a

70

CE pramérem na misku 192,157+277 objektt na 127 miskach

50

s po¢tem opakovani n= 11-36 na jedince (x9a:25, 4c:36,
2v:27, 2¢:27, 9c: 11). Cytometricka analyza oznacila 5

o

°

N rostlin za tetraploidni Gymnadenia conopsea. Kli¢ivosti

kli¢ivost [%)]

0

S
10 T A . . . . . .

é . i = vSech téchto jedinct se mezi variantami dusi¢nanové fady

0 | 5 = nelisily (Fpr12= 0.273, 0=0,895; data transformovana

Obrazek 15: Klicivost G. conopsea na fynkci sqrt; obr. 15) ale vykazovali mirny pokles kli¢ivosti

dusi¢nanové fadé. Boxploty znazorfuji mediany
klicivosti, stejna pismena znaci statisticky stejné e stoupajici koncentraci NOs~ v médiu. Mortalita ,,dp* a

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

,,db“ se v ramci variant dusi¢nanové fady neliSila (Fp1,122)=
0.567, 0=0,687; data transformovana funkci sqrt) stejné tak jako mortalita viech objekti (y ? @4 =
1.8271, p = 0.7675) bez znatelného trendu.

Klicivost ani jednoho jedince se mezi variantami dusi¢nanové fady nelisila signifikantné a
nepotvrdila tak inhibi¢ni efekt NO3z™ na kli¢eni semen. Kromé rostliny 9¢ nebyl znatelny ani trend
potvrzujici inhibicni efekt NO3 na kli¢eni semen. U této rostliny ale nebylo mozné jako u jediné
provést statistické hodnoceni kviili malému po¢tu opakovani (Obr. 16a-e). Mortalita ,,dp* a ,,db*
stejné tak jako mortalita vSech objekti se mezi variantami dusi¢nanové fady ani u jediné testované
rostliny nelisila ani nevykazovala trend. Obr. 16f zachycuje protokormy rostliny 4c po 7 mésicich
kultivce.
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Obrazek 16: Kli¢ivost tetraploidni G. conopsea na dusi¢nanové fadg, jedinci a. 2c, b. 2v, ¢. 4c, d.9¢c, e. 9a a f. ukazka protokormu
rostliny 4c. Boxploty znazoriuji mediany kli¢ivosti, stejnd pismena znaci statisticky stejné varianty (o = 0,05,ANOVA, TukeyC

test).
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3.1.4.2.2 Gymnadenia densiflora (tetraploid)
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Obrazek 17: Klicivost G. densiflora na dusi¢nanové
fad¢, boploty zndzoriiuji mediany klicivosti, stejna
pismena znaci statisticky stejné varianty (o

T

A
T
10

koncentrace NO_" [mg/1]

0,05;ANOVA, TukeyC test).

V tomto pokusu bylo napocteno 22663 objekti
s prumérem 190+333 objektd na misku s poctem
opakovani n= 9-28 (1roj: 28, 4rojD:28, 2roj:9, 6roj:22,
3b:27) dohromady na 119 miskach. Cytometricka
analyza oznacila 5 rostlin za tetraploidni G. densiflora.
Kli¢ivosti vSech téchto jedincli se mezi variantami
dusi¢nanové tady nelisily (x 2 @) = 7.7346, p = 0.1018)
jen s velmi mirnym trendem snizovanim kli¢ivosti (Obr.
17) se zvySujicim se obsahem NOz™ v médiu. Mortalita
,dp““a,,db” se mezi variantami dusi¢nanové fady nelisila
(1 2 @ = 6.3285, p = 0.1759) stejné tak jako mortalita
viech objektii (y 2 (4 = 2.9561, p = 0.5652), oboji bez

znatelného trendu.

Jenom jeden jedinec tetraploidni G. densiflora mél prikazné rozdilné kli¢ivosti v ramci

variant dusi¢nanové tady (6roj; Fps2z= 4.583, 0=0,00721, Obr. 18c.) ale v zadném piipadé se

nepotvrdil inhibi¢ni efekt nitratt (Obr. 18a,b,c,d,e). Mortalita ,,dp* a ,,db* stejné tak jako mortalita

vSech objektt se mezi variantami dusi¢nanové fady ani u jediné testované rostliny neliSila ani

nevykazovala trend. Ukazkovy protokorm rostliny 1roj je na obr. 18f.

57



a) b)
1roj
25
[e]
15
20
2 A
='1.0 S
= K X 15
= Z 10
= =
=05 ~
05
A A
0.0 _— 00
T T T T T
0 1 10 50 100
koncentrace NO, [mg/1]
c) d)
610j
£ 12
4 1
10
3 AB
— — 8
B =
ey B rry
g 2 g ®
5 — &
2 =2
= o L o 4
1 B B
ﬁ E 2
0 0
T T T T T
0 1 10 50 100
koncentrace NO, [mg/1]
e)
4rojD
20
A
15 - A
A
=
g 10 &
: o
2
=~
05 A
0.0 — —
T T T T T
0 1 10 50 100

koncentrace NO, [mg/1]

2roj
A
A
A A A
T T T T T
0 1 10 50 100
koncentrace NO, [mg/1]
3b
% o
A
1 A
i A "
— o
A
T T T T T
0 1 10 50 100

koncentrace NO," [mg/1]

Obrazek 18: Klicivost tetraploidni G. densiflora na dusi¢nanové radé. Jedinci a. roj1, b. roj2, c. roj6, d. 3b, e. 4rojD a f. protokorm

rotliny 1roj. Boxploty znazorfiuji mediany kli¢ivosti, stejnd pismena znazornuji statisticky stejné varianty (oo = 0,05;ANOVA,
TukeyC test).

58



3.1.4.2 Gymnadenia odoratissima
Ani po 3 mésicich inkubace v chladu a dalSich 4 mésicich v teple nevykli¢ilo na zadné

varianté ani jedno semeno, i kdyZ semena se pii vysevu jevila jako Zivotaschopna (obr. 19)

Obrazek 19: Semena Gymnadenia odoratissima, fluorescence indukovana modrym svétlem,barveno propidiumjodidem. Semeno
nalevo je pravdépodobné zivé, propidiumjodid se nedstal k embryu zatimco semeno napravo md jadra bunék obarvena
propidiumjodidem coz naznacuje, Ze je mrtvé.

3.1.5 Himantoglossum robertianum

3.1.5.1 Kli¢ivost semen

Tento pokus mél n = 3-5 opakovani na variantu, a celkové 21 misek. Z napocitanych 11804
objektli v celém pokusu byly relativne€ vysoké klicivosti ve vSech variantdch. Primérné na jednu
misku bylo 142,3 + 389 objektt. Inhibi¢ni efekt NO3™ na kli¢ivost by potvrzen i u tohoto druhu (y
2 4 = 20.835, p = 0.0003415; obr. 20a). Mortalita viech objektli se na rliznych variantach
dusi¢nanové fady signifikantné lisila (Fp4,75=3,805, 0=0,00717, obr. 20b) a nejnizsi mortalita byla
na varianté bez pfidanych dusi¢nant. Mortalita ,,dp“ a ,,db“ se mezi variantami nelisila

(Fra,751=1,243, 0=0,3; atan transformace).
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Obrazek 20: VIiv NOs™ na a. kli¢ivost, b. mortalitu v§ech objektti H. robertianum. Boxploty znazoriuji mediany hodnot kli¢ivosti

(mortalit), odlisna pismena znadi statisticky odli$né varianty (o = 0,05; ANOVA, TukeyC test a Kruskall-Wallis, Pairwise Wilcoxon
test).
3.1.5.2 Riist protokormi

Velikost protokormi nebyla signifikantné rozdilnd v ramci variant s rliznou koncentraci
NOz /I vmédiu (F15=2,441, 0=0.0921; cos transformace; obr. 21). Nejvétsi prorokorm byl

nalezen na N50 (1,22 mm), primérna délka protokormu byla 0,563 mm.
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Obrazek 21: Vliv NOs™ na velikost protokormt u H. robertinum. Boxploty znazorfiuji mediany hodnot délek, stejna pismena znaci

statisticky stejné varianty hierarchicki ANOVA (a = 0,05; TukeyC test)
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3.1.6 Nigritella rhelicanii

V celém pokusu bylo napocitdno 39813 objektl, s primérem na misku ¢inicim
895+1660 objekti na misku. Na 31 miskach bylo n = 4-7 misek na variantu. Semena
Nigritella rhelicanii dosahovala velmi nizkych kli¢ivosti na v§ech variantach dusi¢nanové
fady. Kli¢ivost nitraty nebyla ovlivnéna (F1,29=0,295 0=0,591; obr. 22), ale mortalita ,,dp*
a ,,db* byla pozorovany az na vyssich koncentracich NO3™ v médiu (N10,N50 a N100; y 2
) = 11.759, p = 0.03824; Obr. 23).
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Obréazek 22: Vliv NOs™ na kligivost N. rhelicanii. Boxploty ~Obrazek 23: VIiv NOg na kli¢ivost N. rhelicanii. Boxploty
znazoriiuji mediany hodnot kli¢ivosti, stejnd pismena znaéi znazorfiuji medidny hodnot kli¢ivosti, stejnd pismena znaci
statisticky stejné varianty (a. = 0,05; ANOVA, TukeyC test). statisticky stejné varianty (a = 0,05; ANOVA, TukeyC test).

61



3.1.7 Ophrys neglecta

3.1.7.1 kli¢ivost semen

V celém experimentu bylo napo¢itano 3538 objektt s n = 4-6 misek na variantu s primérem

168+141 objektii na misku. Varianta s nejvyssi koncentraci NO3 v médiu méla s vysokou
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Obrazek 24: VIiv NOs™ na kli¢ivost O. neglecta po 49 dnech od vysevu.
Boxploty znazoriiuji mediany hodnot kli¢ivosti, odlisna pismena znaci
statisticky odli$né varianty (a = 0,05; ANOVA, TukeyC test).

3.1.7.2 Rist protokormi

T
100

mirou signifikance nizsi klic¢ivost
(F3.171=12,26 0=0,000163). Kli¢ivosti
na niz8ich koncentracich NO3z™(N,N1a
N10) se mezi sebou statisticky
nelisily, ale i zde doslo k mirnému
snizeni kli¢ivosti (obr.24). Mortalita
Lap“adb (y? @ =4.2192, p = 0.2388)
se mezi variantami dusi¢nanové rady
nelisila.  Mortalita vSech objektt
vykazovala viditelny mirny narlst se
zvySujici se koncentraci NO3’, nebyla
ale priikazna (Fp317=0,875, 0=0,473).
U tohoto druhu vyrazné pievazovaly
utvary ,,b“ nad ,,p“ bez ohledu na

variantu.

Rozdily velikosti protokormti Ophrys neglecta byly mezi variantami dusi¢nanové tady

témer signifikantni (F[3,15=3.22, 0=0.0529) se stejnym trendem jako kli¢ivost tohoto druhu (obr.

25). Nejvétsi protokorm mél primér 2,64 mm a primémé protokormy dosahovaly priméru

0,87mm.
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Obrazek 25: Vliv NO3™ na velikost protokormii u O. neglecta. Boxploty znazorfiuji mediany hodnot délek, stejna pismena znaci
statisticky stejné varianty, hierarchickdi ANOVA o = 0,05; TukeyC test).

3.1.8 Pseudorchis albida

3.1.8.1 Kli¢ivost semen

V tomto pokusu bylo napocitano 20392 objektd na 36 miskach, n=4-12 s primérem
566+405 objektii na misku. Inhibi¢ni efekt NOs™ byl u tohoto druhu nejsilnéjsi, ze vSech

testovanych druhd, s vzristajici koncentraci NO3z™ v médiu kliCivost prudce klesala (Fs,311=44,51

0=2,02x1072, sqrt transformace; obr. 26).
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Obrazek 26: Kli¢ivost P.albida na dusi¢nanové fadé. Boxploty znazornuji mediany kli¢ivosti, statisticky odlisné varianty jsou
oznaceny odliSnym pismenem (o = 0,05;ANOVA, TukeyC test).

Pokus byl cely opakovan, v tomto ptipadé bylo napocitano 2143 objektd na 24 miskach a

n=4-12 opakovanimi na variantu Sprimérem 89+85 objekti na misku. Mezi variantami

dusi¢nanové fady byly rozdily signifikantni (y 2 (2 = 9.1052, p = 0.010; 0br.27) a na jiné varianté

jako NO v tomto piipadé€ nebyla kli¢ivost zaznamenana.
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Obrazek 27: Kli¢ivost P.albida na dusi¢nanové fadé. Boxploty znazornuji mediany kli¢ivosti, statisticky odlisné varianty jsou
oznaceny odlisnym pismenem (a = 0,05; Kruskall-Wallis, Pairwise Wilcoxon test).
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3.1.8.2 Riist protokormi
Velikost protokormi byla signifikantné ovlivnéna NOs™ (F327=46.31, a=0.0212)
Nejvétsi protokormy byly nalezeny na médiu bez NO3z™ (3.10 mm; obr. 28). Se zvysujici se
koncentraci NO3 v médiu se zmenSovala 1 velikost a poCetnost protokormu kde pii S0mg
NOz37/ 1 byl zaznamenan jediny maly protokorm a pti 100 mg NO3" 1 nebyl zaznamenan ani

jeden.
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Obrazek 28: Délky protokormu P.albida v zavislosti na zvySujicim se obsahu NOs v médiu. Boxploty znazorfiuji mediany hodnot
klic¢ivosti, odli$na pismena znaci statisticky odli$né varianty, varianta N50 se statisticky nehodnotila, obsahovala totiz jenom jediny
protokorm (o = 0,05; hierarchickda ANOVA, TukeyC test).

3.2. Symbiotické vysevy

V pokusu s houbou B1 bylo napo¢itano 9636 objekti s primérem 385.44+537 objektl na
misku a n=4-5 misek na variantu (24 celkem). Inhibi¢ni efekt nitratd na kli¢eni semen s houbou
B1 zde pozorovan nebyl, ale rozdily mezi variantami byly prikazné (Fps,20=3,001 0=0,0432, obr.
29a) s nejvyssi kli¢ivosti na varianté s 10 mg NO3/l média (obr. 29a). Mortalita ,,p* a ,,b*
(Fra,201=1,053, 0=0.405, data transformovana funkci sqrt), ani v§ech objektt (F[4,20=0,579, 0=0,681,
data transformovana funkci sqrt) se neliSila se zvySujici koncentraci NOz v médiu a ani
nevykazovala zadny trend.

V pokusu s houbou Q404 bylo napocitino 6485 objektl s primérem na misku
463,2143+701 objektid a n= 2-5 misek na variantu (14 misek celkem). Semena kli¢ila na vSech

variantdich média s nitraty se zajimavym trendem mirn¢€ stoupajici kli¢ivosti se stoupajici
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koncentraci NOs v médiu (obr. 29b), ktery ale nevysel statisticky prikazné (F4,9=0,368 0=0,826).
Mortalita ,,dp* a,,db* (Fp4,9=1,881, a=0.198), ani vSech mrtvych objektt se nelisila v ramci variant

dusiénanové fady (y 2 @) = 5.4231, p = 0.2466), ani nevykazovala zadny trend.
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Obrazek 29: Vliv dusi¢nanti na kli¢ivost symbiotického vysevu G. conopsea po 3 mésicich a. houba B1, ,,b*“. houba Q404. Boxploty

znazornuji mediany hodnot kli¢ivosti, odlisna pismena znadi statisticky odlisné varianty (o = 0,05; ANOVA, TukeyC test).

r~

3.3 Vliv donoru a zhasecii NO na klic¢ivost vybranych druhi

orchideji
3.3.1SNP

3.3.1.1 Dactylorhiza majalis

V tomto experimentu bylo napocitdno 4280 objektli na n=2-5 miskach na variantu a
prumérnym poctem 83+68 objektl na misku. Kontrola k tomuto experimentu je uvedena v kapitole
3.1.3 vlivu NOs™ na klic¢ivost jako 2. opakovani. Kli¢ivost vykazovala na variantach s riznou
koncentraci NO3™ v médiu a zaroven ptidanym 10 uM SNP podobny trend jako u kontroly bez
SNP, ale statisticky se jiz neliSila (Ff3,10= 3,101, 0=0.076) (obr. 30a). Mrtvé ,.dp“ a ,,db* byly
V rAmci variant rozlozeny ndhodné (y 2 (3 = 2.8017, p = 0.4232), stejné tak jako vSechny mrtvé
objekty (F3,100 =1,039, 0=0,417). Na variantach s riznymi koncentracemi NO3"a zaroven 100 uM
SNP se klic¢ivost sniZila oproti ptedchozi varianté s vysoce signifikantnimi rozdily mezi variantami

(Fzam =15,52, a=4.05e-05, Obr 30b). Mortalita ,,dp* a ,,db* se V ramci variant nelisila (x ? @) =
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7.4791, p = 0.0581) s vyskytem ,,dp“ a ,,db“ jen ve dvou nejsilnéjSich koncentracich NO3".
Mortalita vSech objektd se v ramci variant neliSila (F(3,17] =1,524, 0=0.244) bez vyrazného trendu.
Kli¢ivosti na variantach s riznou koncentraci NOs™ a zaroven s piidanym 1 uM SNP se statisticky
nelisily (Fp3127 =1,451, 0=0.277; obr 30c), kli¢ivosti V této varianté¢ byly nejniz$i v tomto
experimentu az na médium N100 kde se kli¢ivost jen nepatrné zvysila (obr. 30c¢). Mortalita ,,dp* a
,,db* se mezi variantami s riznymi koncentracemi NOz™ nelisila (Fp2,81 =0,756, a=0.5) ale vSechny
mrtvé objekty nebyly Vradmci variant rozdéleny ndhodné (Fzg =13.96, 0=0.00246, data

transformovana funkci obracena hodnota; obr. 30d).

a) b)
10 pM SNP 100 pM SNP
r{VE o
65 A 70
A

=
— A — 60
=, 55 - A s —T’ BC
& 2
2 45 o = o

40 i

w &
[ o
| |

30 Q

T T T T T T T

0 1 10 100 0 1 10 100
koncentrace NO, [mg/1] koncentrace NO," [mg/1]
c) d
1 mM SNP 1 uM SNP
A o
55 —
40
50
B
T 45 =) 30 -
i A A A é
b <
S =
S 40 T =
-
2 £ A
= S 20
=4 a5 = = ]
AB
30 10
T I
T T T T T T T
0 1 10 100 0 10 100
koncentrace NO, [mg/1] koncentrace NO," [mg/1]

Obrazek 30: VIiv NOs na kli¢ivost D. majalis za sou¢asného piidani a. 10uM, b. 100pM, ¢.1uM SNP a d. mortalita vSech objektt
v zavislosti na obsah NO3z v médiu za soucasného ptidani 1uM SNP. Boxploty znazoriiuji mediany hodnot kli¢ivosti (mortalit),
rozdilna pismena znadi statisticky odlisné varianty (ANOVA, TukeyC, Krusall-Wallis, Pairwise Wilcoxon test).

67



Klic¢ivosti se na médiich bez piidaného NOsz™ signifikantné liSily v zavislosti na koncentraci SNP
(F[3,121=6.233, 0=0.00853, Obr. 31). Zatimco dv&é niz$i koncentrace kli¢ivost signifikantné
nemeénily, na nejvyssi koncentraci SNP ImM doslo k vyraznému poklesu klic¢ivosti (Obr. 31).
Mortalita ,,dp* a ,,db* se mezi variantami dusi¢nanové fady nelisila (y % @) = 3.4728, p = 0.3243),
stejné tak jako mortalita vSech zhnédnutych objektd (Fpz127=0.418, 0=0.743), a oboji bez

znatelného trendu.
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Obrazek 31: Vliv raznych koncentraci SNP na kli¢ivost D. majalis bez ptidani NOs". Boxploty znazorfuji mediany hodnot
Kli¢ivosti, rizné pismena znaci statisticky rozdilné varianty (a0 = 0,05;ANOVA, TukeyC test).

3.3.1.2 Gymnadenia conopsea

V tomto pokusu s Gymnadenia conopsea bylo napocitano 3214 objekti na 53 miskach
s po¢tem opakovani n=2-10 misek na variantu a s primérem 136+316 objektti na misku. V celém
experimentu se do stadia ,,b* nebo ,,p* dostaly pouze 4 objekty na 4 miskach a nelze proto

vyvozovat zadné zavéry. Mrtvé objekty se v tomto pokusu nevyskytovaly.

3.3.1.3 Pseudorchis albida

V tomto pokusu s Pseudorchis albida bylo napocitano 15547 objektii na n=6-11 miskach
na variantu a praimérnym poctem 228+361 objektti na misku. Kli¢ivosti v tomto pokusu byly velice
nizké a semena klicila jen na variantach bez ptidaného NOz™ (Obr. 32a,b,c a d). Na kontrolni

varianté bez pfidaného SNP byla kli¢ivost nejvyssi a kli¢ivosti se mezi variantami signifikantné
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ligily (y ? ) = 7.5876, p= 0.02; obr. 32a), rozdily mezi variantami dusi¢nanové fady za souéastného
piidani 10uM SNP se nehodnotily, kli¢ivost zde byla zaznamenana jen na 2 miskach varianty NO
(obr. 32b). Klicivosti zde ale byly niz§i nez na kontrolni varianté a na dusi¢nanové tad¢ za
soucastného pridani 100 uM SNP byly kli¢ivosti nejnizsi. Rozdily mezi variantami dusi¢nanové
fady za soucastného piidani 100 pM SNP byly prikazné (y 2 ) = 8.7861, p= 0.01; obr.32c).
Vzhledem k malému poctu jinych objektti nez ,,s“ dal$i hodnoceni neprobihalo.

Porovnavani médi NO se vSemi koncentracemi SNP nezjistilo signifikantni rozdil
(Fr2,191=0.73 0=0.495; Obr. 32d). Objekty ,,dp* a ,,db* se stejné tak jako vSechny mrtvé objekty

vyskytovaly pouze ojedinéle.
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3.3.2PTIO

3.3.2.1 Dactylorhiza majalis

V tomto eperimentu s Dactylorhiza majalis bylo napocitano 5275 objektd na 56 miskach
s pramérem 964161 objektd na misku. Kontrola k tomuto experimentu je uvedena v kapitole 3.1.3
vlivu NOgz™ na kli¢ivost jako 2. opakovani. Pfi koncentraci 10pm PTIO se kli¢ivost vlivem NOz
snizovala, ale pouze mirn¢ a na 5% hladiné pravdépodobnosti nebyly rozdily signifikantni (F(3,14)=
3,24, a=0.0544; cos transformace; obr. 33a). Mortalita,,dp* a,,db* se mezi variantami dusi¢nanové
fady nelisila (y 2 3) = 4.528, p =0.2098) s vyskytem jen na variantich NO a N1. Mortalita viech
objektt se mezi variantami dusi¢nanové fady také nelisila (F3,14= 0,492, 0=0.693), bez znatelného
trendu. Klicivost se signifikantné li§ila mezi variantami dusi¢nanové fady za soucastného piidani
100pm PTIO (Fpz161= 3,344, 0=0.0457; obr. 33b) kde varianty dusi¢nanové fady N10 a N100
vykazovaly narust kli¢ivosti oproti pfedeslé varianté. Jen 1 db se vyskytoval na jediné misce N100
a vSechny mrtvé objekty byly mezi variantami dusi¢nanové fady rozdéleny nahodné (Fp3,16;=1.5,
a=0.253).

Vyrazné€ nejnizsi kliivost byla pozorovana na dusi¢nanové fadé za soucastného piidani
1mM PTIO. Kli¢ivost se zde signifikantné lisila mezi variantami (Fpz,141= 24,29, a=2.81x107; sqrt
transformace; obr.33c). Objekty ,,dp* a ,,db* se zde vyskytovaly jen na jediné misce NO a vSechny
mrtvé objekty se vyskytovaly nahodné (Fp2,14= 0,855, 0=0,446) s mirnym klesajicim trendem se

stoupajicim obsahem NO3™ v médiu.
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Obrazek 33: VIiv NOs™ na kli¢ivost D. majalis za soucastného pfidani a. 10 um PTIO, b 100 um PTIO, ¢. ImM PTIO a d. vliv
pfidani tiznych koncentraci PTIO do média bez NOs na kli¢eni D. majalis. Boxploty znazorfiuji mediany hodnot kli¢ivosti, rozdilna
pismena znaci statisticky rozdilné varianty (o = 0,05;ANOVA, TukeyC test).

Samotné ptidani PT10 do média bez dusi¢nant (NO) vedlo k vyraznému poklesu kli¢ivosti
na nejvyssi koncentraci (ImM PTIO), ale rozdil na 5% hladin€ pravdépodobnosti nevysel prukazné
(Fza7= 2,981, 0=0,606, Obr 33d). Objekty ,,dp* a ,,db* se vyskytovaly malo a ndhodné (y 2 @) =

45932, p=0.2041) a vSechny zhnédnuté objekty se také vyskytovaly mezi variantami s rtiznou
koncentraci PTIO nahodné (Fp317= 0,108, 0=0,954).

3.3.2.2 Gymnadenia conopsea

V tomto pokusu bylo napocitano 8379 objektl na 41 miskach s poctem opakovani n=3-8

misek na variantu s pramérem 204+605 objektt na misku. V celém experimentu se do stadia ,,b*,
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»p*, ,,db*“ nebo ,,dp* dostaly 4 objekty na 4 miskach a nelze vyvozovat zadné zavéry. ,,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 napocitano 8369 objektl na n=5-9 miskach s
prumérem 204+605 objektd na misku. Semena kli¢ila jen na variantach dusi¢nanové fady NO (obr.
34a,b,c). Viditelné odlehlé hodnoty na médiu N100 u varianty s pifidanym 10uM PTIO(obr. 34b)
a N50 u varianty s 100 uM PTIO (obr.34c) zpusobila pfitomnost utvart, které byly intermediatni
mezi kategoriemi ,,b* a ,,s* a byly hodnoceny v kategorii ,,b“. 10uM PTIO zvysilo kli¢ivost oproti
kontrole bez PTIO, zatimco na 100uM PTIO byla kli¢ivost nulova. Objekty ,,dp“ a ,,db* se
vyskytovaly v pouze jednotlivé, stejné tak jako vSechny mrtvé objekty. Porovnani médi NO
s riiznymi koncentracemi PTIO nebylo statisticky pritkazné (y 2 2) = 4.2674, p= 0.1184; obr. 34d)

S vySe popsanym trendem.
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3.3.3cPTIO

3.3.3.1 Dactylorhiza majalis

V tomto pokusu s Dactylorhiza majalis bylo napocitano 5240 objekti na 20 miskach
s poctem opakovani n=(4-11) na misku a primérem 108+436 objektd na misku. Kli¢ivosti na
riznych variantach dusi¢nanové fady se soucastnym ptidanim 10uM cPTIO klesaly s vysokou
signifikanci (Fiz 3= 14,65, 0=1,51x10°, Obr 35a). Objekty ,.dp*“ a ,,db* se vyskytovaly jen na 2
miskach v celkovém poctu 3 a vSechny mrtvé objekty se vyskytovaly nahodné v ramci variant

(Fr3231= 1,423, 0=0,262). Kli¢ivosti se mezi riznymi variantami dusi¢nanové fady se soucastnym
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ptidanim 100uM cPTIO nelisily (F321= 1,285, 0=0,306; obr. 35b) s mirné klesajicim trendem. |
tady se ,,dp* a,,db* objevily jen na 2 miskach a mrtvé objekty se na riznych variantach dusiénnové
fady vysytovaly ndhodné (F(321)= 0,407, a=0,75).
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Obrazek 35: VIiv NOs3™ na kli¢ivost D. majalis za soucastného piidani a. 10uM cPTIO, b. 100uM cPTIO. Boxploty znazoriuji
mediany hodnot kli¢ivosti, odliSna pismena zaci statisticky odlisné varianty (o = 0,05;ANOVA, TukeyC test).

Kli¢ivosti na variant€ N10 se od ostatnich variant s ptidanym cPTIO liSily prikazné (F[2,15)=
10,26, a=0,00156, Obr 36a). Prikazng, s nejvyssim vysktem na varianté N100 se lisil i vyskyt
vSech mrtvych objekti mezi riznymi variantami cPTIO (Fp2,15= 4,932, 0=0,0226, Obr. 36b), mrtvé

,dp* a,,db” se vyskytovaly velice ojedinéle.
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Obrazek 36: Vliv zvysujici se koncentrace cPTIO a. na kli¢ivost D. majalis, b. na mortalitu vSech objekti. Boxploty znazornuji
mediany hodnot kli¢ivosti (mortalit), odli$na pismena znaci statisticky rozdilné varianty (o = 0,05; ANOVA, TukeyC test).
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3.3.3.2 Ophrys neglecta

3.3.3.2.1 Klic¢ivost semen

V tomto pokusu bylo napocitdno 4886 objekti na 51 miskach s poctem opakovani n=3-8
misek na variantu a primérnym poctem 174+299 objektl na misku. Z variant s koncentraci cPTIO
10 uM zistaly bez kontaminaci jen misky s médiem N100 (Obr. 37). Mrtvé ,,p“ a b se zde
nevyskytovaly a pramérné zde bylo 2.95 % vSech mrtvych objekti na misku, proto se mortality
nehodnotily. Rozdily mezi jedinou variantou ktera na koncentraci cPTIO 10 uM zustala tedy N100
a varianty N100 s ptidanim 100 uM cPTIO byly prikazné (Fis= 14.85, a= 0,012; obr. 37a)
pfi¢emz na varianté¢ s 100 uM cPTIO byly kli¢ivosti niz§i. Na koncentraci cPTIO 100 uM se
klicivost na jednotlivych variantach s pfidanym NOgs™ liSila signifikantné (F3zz= 11.25, a=
8.25x107, obr. 37b) s podobnym priibéhem jako u kli¢ivosti na kontrole, ale s niz§i kli¢ivosti.
Mortalita vSech objekti se v ramci variant s riznou koncentraci nitratd signifikantné nelisila
(F3.231= 0.579, o= 0,635), ale nejvyssich hodnot dosahovala na variant¢ N100. Mortalita ,,dp“ a

,,db*“ nebyla hodnocena, protoze tyto mrtvé objekty Se objevily jen na jediné misce N10.
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Obrazek 37: VIiv a. PTIO na kli¢ivost O. neglecta na varianté dusi¢nanové fady N100 b. kli¢ivost semen O. neglecta za souc¢asného

pusobeni 100 uM cPTIO. Boxploty znazorfiuji medidny hodnot kli¢ivosti, odlisna pismena znaci statisticky odli$né varianty (o =
0,05; ANOVA, TukeyC test).
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3.3.3.2.2 Rust protokormii

Velikost protokormt po ptidani 100 uM cPTIO byla nizsi (maximalni primeér 1.232 mm,
prumérny 0,383 mm), oproti kontrole, avSak mezi variantami nebyly rozdily (Fs19=2.741,
a=0.0718; obr 38b), ani znatelny trend. Po pfidani 10 uM cPTIO byla velikost protokormit na N100
mirné vyssi (nejveétsi protokorm mél primeér 1,55 mm a priomérny 0,606 mm), statistické hodnoceni
nebylo mozné provést, protoze zbyla pouze varianta s N100, ostatni varianty zkontaminovali.
Porovnani variant N100 s ptidanym 10 a 100 uM cPTIO nenlezlo rozdil (Fp1,6=5.05, a=0.0657;

obr. 38a), avsak byl zde znatelny mirny pokles velikosti protokormi na vyssi koncentraci NO3".
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Obrazek 38: Vliv cPTIO na velikost protokormii u O. neglecta a. délky protokormu na varianté N100 po pfidani 10 a 100 uM c¢PTIO
a b. délky protokormi na ruznych variantach dusi¢nanové fady za ptidani 100 uM cPTIO. Boxploty znazoriuji mediany hodnot

kli¢ivosti, stejna pismena statisticky stejné varianty (o = 0,05; hierarchickd ANOVA, TukeyC test).

3.4 Analyzy obsahu NO v protokormech

3.4.1 Lokalizace NO

Jako prvni se obarvovaly vlasky protokormu (po cca 30 min) a nasledné (45 min v roztoku
DAR-4M AM) se obarvovaly fezy protokormy. Barveni protokormt delsi dobu (13 hodin) jiz dale
nevykazovalo lepsi vysledky. Varianty NO a N100 se nelisily. U obou bylo pozorovano maximum

koncentrace NO v apikalni ¢asti protokormti okolo formujiciho se meristému (obrazek 39a,b).
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Orienta¢n¢ byla pozorovana také G. conopsea (2 poloviny protokormi varianty NO). Byla

zde viditelna podobna lokalizace fluorescence jako u H. robertianum (Obr. 39c).

100 um

100 pm 100 pm

Obrazek 39: Fluorescence fezi protokormit po 45 minutach barveni barvivem 10uM DAR-4M AM. a. H.robertianum které bylo
péstovano NO, zvétseni 4x b. H .robertianum pésovanona médiu s N100 a pii zvétseni 4x ¢. G. conopsea ktera byla kultivovana na médiu
NO, pii zvétseni 10x. VSechny obrazky byly foceny za stejného expozi¢niho ¢asu 2 s, a citlivosti na svétlo ISO 100.

Orientacné byla pozorovana také G. conopsea (2 poloviny protokormi varianty

NO). Byla zde viditelna podobna lokalizace fluorescence jako u H. robertianum (Obr. 39c).

3.4.2 Méreni koncentrace NO v protokormech

25000

10000

5000

relativni intenzita fluorescence

1
19
28

7

459

478

487

496

514

Obrazek 40: Relativni intenzita fluorescence extraktu z H.robertianum (NO). V ¢ase t=12 byla k extraktu (10mg protokormi/ ml
fosfatového pufru) ptidana 10 uM barva DAR-4M-AM pro finalni koncentraci 1 uM. V €ase t=316 byl ptidan zhase¢ PTIO pro
finalni koncentraci 1 pM a v ¢aset=478 donor SNAP [1uM].

Fluorescen¢ni odezva barvy DAR-4M-AM reagovala na obsah NO (obr. 40). Hodnota
fluorescence samotného extraktu H. robertianum se nezvysovala. Pridani barvy DAR 4M-AM k
extraktu zpusobilo pribézné zvysovani intenzity fluorescence, které ziejmé odrazelo produkci NO

rostlinnym extraktem. Po pfidani zhasec¢e PTIO se narust fluorescence takika zastavil a po ptidani
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donoru NO SNAP se narust urychlil (obr. 40).

Dalsim zjisténim bylo Ze intenzita fluorescence barvy DAR 4M-AM reagovala neprtikazné
(Fr2,61=3.565, 0=0.0954; obr. 41), ale s vyraznym trendem na koncentraci SNAP. Vysledek byl ale
vzhledem Kk velké variabilit¢ neprukazny. Pii vysokych koncentracich SNAP (10x vyssi
koncentrace) nereagovala coz mohlo byt zptisobeno samozhasenim barvy za vysokych koncentraci
NO produkovanych SNAP (Obr. 41). Pii 10x vyS$i koncentraci barvy odezva také neodpovidala
koncentraci SNAP.

relativni intenzita fluorescence
w
1

1
T T T
0.05 0.075 1

koncentrace SNAP [mM]

Obrazek 41: Fluorescence barvy DAR 4M-AM v zavislosti na koncentraci SNAP. Boxploty zndzorfiuji mediany fluorescence barvy,
stejna pismena statisticky stejné varianty (o= 0,05;ANOVA, TukeyC test).

Poslednim zjisténim bylo Ze extrakt z protokormt D. majalis péstovanych na médiu N100 mé¢l
signifikantné vyssi fluorescenci (F1,5=8.492, 0=0.0332) neZ ten z protokormi péstovanych na
médiu NO (Obr. 42). Intenzita fluorescence extrakti z varianty NO nerostla, a dochazelo dokonce
k jejimu mirnému poklesu, coz mohlo byt zpiisobeno samozhasenim barvy (Obr. 42). Ukazkova

ktivka fluorescence varianty N100 je na obr. 43.
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Obrazek 42: Fluorescence extraktu z protokormu D.majalis péstovanych na médiich s riznymi koncentracemi NOs™ s barvivem

DAR 4M-AM detekujicim NO. Boxploty zndzoriiuji mediany fluorescence barvy, rozdilna pismena statisticky odlisné varianty (a
=0,05;ANOVA, TukeyC test).
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Obrazek 43: Prubeh kiivky intenzity fluorescence etraktu z D. majalis obarveného DAR 4M-AM vV ¢ase (s). Protokormy byly
kultivovay na varianté N100.

3.5 Obsah endogennich sacharidd v protokormech

Experiment byl proveden jen s druhem Dactylorhiza majalis. U zmétenych 26 vzorka (NO-
7;N1-6;N10-6 a N100-7 vzorki) se obsah sachar6zy Fiz22=2,013, 0=0.142, glukdzy F[322=0,884,
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0=0.465, neznamého sacharidu F[322)=0,595, 0=0.625, fruktézy F[322=0,409, 0=0.748 a ani

celkovy obsah rozpustnych sacharidi F3221=1,917, 0=0.156 nelisil na riznych koncentracich NO3

v médiu (obr.44a,b,c,d).
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Obrazek 44: Vliv NOs™ na obsah rozpustnych sacharidi v protokormech D. majalis. Zleva nahote a. sachardza,b. glukéza,c.
neznamy sacharid a d. fruktdza. Boxploty znazoriiuji mediany hodnot obsahu rozpustnych sacharidi, stejna pismena znaci
statisticky stejné varianty (o.= 0,05; ANOVA, TukeyC test).
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Obrazek 45:Vliv dusicnanii na obsah Skrobu v protokormech
D. majalis. Boxploty zndzornuji mediany hodnot obsahu
Skrobu, odlisnd pismena znaci statisticky odlisné varianty (o

= 0,05; ANOVA, TukeyC test).

Pti zjistovani obsahu skrobu bylo zmétfeno 26

vzorkli (NO-7; N1-6; N10-6 a N100-7 vzorkd).

Rozdily v obsahu Skrobu na riznych koncentracich

NOs

vmédiu nebyly prikazné

(F1,241=0,167,

a=0.889; sqrt transformace, obr.45).

3.6 Vliv wolframanu na kliéeni semen

Pokus s wolframanem byl proveden jen s druhem Gymnadenia conopsea. Celkem bylo

napocitano 19218 objektt, na 71 petriho miskach s primérnym poctem 407+382 objekti na misku.
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Obrazek 47: Vliv dusi¢nanti na mortalitu protokormt G.
conopsea na médiu bez piidaného wolframanu. Boxploty
znazorfiuji medidny mortalit, odlisnd pismena znaci
statisticky odlisné varianty (a = 0,05; ANOVA, TukeyC
test).
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Obrdazek 46: Viiv dusicnanii na klicivost semen Gymnadenia
conopsea bez pridani wolframanu. Boxploty zndzornuji
mediany klicivosti, odlisna pismena znaci statisticky odlisné
varianty (0. = 0,05; ANOVA, TukeyC test).
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kontrolnich variantach bez ptidaného wolframanu (3 varianty média s koncentracemi NO 0, 50 a
100 mg/l) potvrdily inhibi¢ni efekt nitratu na kli¢eni semen Gymnadenia conopsea (ANOVA,
Fr1,271=9,472, 0=0.00474; Obr. 47). Mortalita vSech objektl (kategorie db,dp a ds) v zavislosti na
obsahu NO3* v médiu také klesala (Fj1,277=6,75, a=0.015; obr 46). Mortalita protokormt a
nabobtnanych embryi (kategorie ,,p* a ,,b*) se neliSila mezi variantami dusi¢nanové fady
(Fr2,2777=3,793, 0=0.0619), ale vykazovala stejny trend jako mortalita vSech objekti.
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Obrazek 48:Vliv NOs3™ na klicivost G. conopsea pii soucasném pridani a. 50 mg/l, b. 100 mg/l wolframanu. Boxploty zndzoriuji
mediany klicivosti, odlisna pismena znaci statisticky odlisné varianty (o = 0,05, ANOVA, TukeyC test).

I kdyz kli¢ivosti byly nizké, je zde patrné Ze po aplikaci wolframanu rostliny na testovanych
variantach média s NOs nereagovaly stejné jako pfi kontrole, kli¢ivost se nesnizovala s koncentraci
NOz” v médiu pii 50mg (Fp1,18=0,019, 0=0.892, sqrt transformace; obr. 48a) ani pii 100 mg
wolframanu ptidaného do média (F[1,20=0,062, 0=0.806, sqrt transformace; obr. 48b). Samotny
pridavek wolframanu do média bez NO3 snizil kli¢ivost na variantach s 50 mg/l a 100 mg/l jen

minimalné (Fp2,20=0,371, 0=0.695; obr. 49). Zavislost v§ech mrtvych
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Obrazek 49: Viiv wolframanu na klicivost semen G. conopsea bez
pritomnosti NOs™ (NO). Boxploty zndzornuji mediany hodnot klicivosti,
stejné pismena znaci statisticky stejné varianty (o = 0,05, ANOVA,

6 TukeyC test).
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objektd v obou variantach na obahu NOz™ v médiu (50 wolframanu mg/I: Fpy,181=2,048, 0=0.17, 100
mg/l wolframanu: F1,201=0,872, a=0.362) ani zavislost mrtvych protokormu (,,dp*) a bezvlaskatych
protokormd (,,db*) na obsahu NOs™ v médiu (50 mg wolframanu/l: Fp11g=1,121, a=0.286, 100mg

wolframanu /I: F1,20=0,025, 0=0.875) nevykazovaly zadny znatelny trend.

3.7 Vliv kontrolnich liatek na kli¢eni nékterych druhi

orchideji
3.7.1. CaCl

3.7.1.1 Gymnadenia conopsea

V tomto pokusu bylo napocitano 17855 objektii na n=15-18 miskéch s primérem 275+669
objektti na misku. Kli¢ivosti se mezi variantami s riznou koncentraci CaClz nelisily (F4,72=0,292,
a=0.882) stejné tak jako vyskyt mrtvych ,,dp“ a ,,db* (F4,727=0,701, 0=0.594) a mortalita vsech
objektt (F4,721=0,755, a=0.558; obr. 54) mezi variantami dusi¢nanové fady. Kromné mirného
klesajiciho trendu mortality ,,dp* a ,,db* se zvySujicim se obsahem NOs" v médiu nebyl znatelny
zadny znatelny trend u kli¢ivosti nebo mortality vsech objekti. Kontrola k tomuto pokusu je
uvedena v kapitole o vlivu kli¢ivosti semen G. conopsea na rtizné koncentrace NO3™ jako Ctvrté

opakovani (viz kapitola 3.1.4.1 Gymnadenia conopsea agg.), a je zde zobrazena jeji NO varianta.

83



50 -
& A
40
— A
) _ A
& 30 2 A
27
(=3
>
5 207
=
10 A
0
T T T T T
0 1 10 50 100

koncentrace CaCl, [mg/1]

Obrazek 50: Kli¢ivost G. conopsea na médiich s riiznou koncentraci CaClz. Boxploty znazoriuji mediany hodnot kli¢ivosti, stejna
pismena znadi statisticky stejné varianty (a = 0,05;ANOVA, TukeyC test).

3.7.1.2 Pseudorchis albida

V tomto pokusu bylo napocitano kvili vysoké mnozstvi kontaminaci jen 696 objektd na n=
1-7 miskach (NO:7, N50:2, N100:1) s primérem na misku 313+162 objektu. Statistické hodnoceni
kvili nedostatku opakovani nebylo mozné provést, I1ze ale vidét spiSe mozné zvySovani kli¢ivosti

a také mortality (,,dp* a ,,db*) se zvySovanim obsahu CaClz (Obr. 55).
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Obrazek 51: Vliv CaClz na a. kli¢ivost a b. mortalitu ,,p“ a ,,b* P. albida. Boxploty znazoriiuji mediany hodnot kli¢ivosti (mortalit;
a=0,05;ANOVA, TukeyC test).
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3.7.2 MgSO4

3.7.2.1 Gymnadenia conopsea

V tomto pokusu bylo napoc¢itano 5366 objekt na 27 miskach n=4-6 (N0:4; N1: 7;N10: 6;
N50:5; N100:5) s pramérem 198,7407+150 objektd na misku. Kli¢ivost na rtiznych variantach
s pfidanym MgSOs se statisticky nelisila (F4,221=2,306, 0=0.0903, sqrt transformace; obr. 56a),
stejné tak jako mortalita (y 2 ) = 9.4169, p= 0.05148).

Pokus byl zopakovan. Zde bylo napocitano 17812 objektii na n=16-21 misek s pramérem
na misku 2474285 objektl. Klicivosti se mezi variantami s riiznou koncentraci MgSO4 neliSily
(Fra,791=0,662, 0=0.62, Obr. 56b). Mrtvé ,p“ a ,b“ se mezi variantami dusi¢nanové fady
vyskytovala nahodné (Fs,797=0,714, 0=0.585) stejné tak jako vSechny mrtvé objekty (Fs,79=0,815,
a=0.52), oboji bez jakéhokoli trendu. Kontrola k tomuto pokusu je &tvrté opakovani pokusu

s klic¢ivosti G. conopsea na ruznych koncentracich NOz (viz kapitola 3.1.4.1 Gymnadenia

conopsea agg.) a je zde zobrazena jeji NO varianta.
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Obrazek 52: Kli¢ivost G. conopsea na médiach s rtiznou koncentraci MgSOa, a. starsi pokus a b. novéjsi pokus. Boxploty znazoriuji
mediany hodnot kli¢ivosti, stejna pismena znaéi statisticky stejné varianty (o. = 0,05;ANOVA, TukeyC test).

3.7.2.2 Pseudorchis albida
V tomto pokusu bylo napocteno 10752 objekti na n= 3-7 (NO:7; N1:3; N10:7; N50: 5;

N100:6) misek na variantu a s primérem 358 £441 objektt na misku. Kli¢ivosti na varianté bez
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ptidaného MgSOs4 se lisily signifikantné od ostatnich variant s pfidanym MgSOs (Fps,25=15,5,
0=1.68x10®, sqrt transformace; obr. 53a) a také mortalita ,,p* a ,,b* klesala signifikantné se

stoupajici koncentraci NOz™ (Fps,25=7,315, 0=0.000481, sqrt transformace; obr. 53b).
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Obrazek 53: a. Kli¢ivost a b. mortalita P. albida v zavislosti na koncentraci MgSO4 v médiu. Boxploty znazorfiuji mediany hodnot
kli¢ivosti (mortalit), odli$na pismenna znaci statisticky rozdilné varianty (o= 0,05;ANOVA, TukeyC test).

3.7.3 NaCl

3.7.3.1 Gymnadenia conopsea

V tomto pokusu bylo napocitano 2650 objektii na 18 miskach n=2-5s primérem 176,6+154
objektti na misku. Kli¢ivost (Fpa,14/=2,474, a=0.0924, obr. 54a) ani vyskyt ,,dp“ a ,,db“ (x 2 (4) =
4.3262, p= 0.3637) se mezi variantami s riiznou koncentraci NaCl; nelisily. Tento pokus byl silné
kontaminovan. Kvuli kontaminacim byl pokus byl opakovan. Ve druhém opakovani bylo
napocitano 12106 objektl na n=8-16 misek na variantu s primérem 2524281 objekti na misku.
Kli¢ivost zde nebyla ovlivnéna ptidanim NaCly (Fps55=0.642, a=0.635, Obr. 54b) a stejné tak se
nahodné vyskytovaly mrtvé ,,dp*“ a b* (Fpa,55=1,902, 0=0.123, sqrt transformace) a vS§echny mrtvé
objekty (F4,55]=2,042, a=0.101). U obou byl mirny trend poklesu se stoupajici koncentraci NaCl.
Kontrola k tomto pokusu je uvedena v kapitole o kli¢eni G. conopsea Vv zavislosti na koncentraci

NOs jako ctvrté opakovani (viz kapitola 3.1.4.1 Gymnadenia conopsea agg.) a je zde zobrazena

jeji NO varianta.
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Obrazek 54: Kli¢ivost G. conopsea na médiach s riznou koncentraci NaCl, a. starsi pokus, b. novéjsi pokus. Boxploty znazoriuji
mediany hodnot kliCivosti, stejnd pismena znaci statisticky stejné varianty (o = 0,05;ANOVA, TukeyC test).

3.7.3.2 Pseudorchis albida

V tomto pokusu bylo napocitano 13834 objektti na n= 5-7 (NO:7; N1:6; N10:5; N50:6;
N100:7) misek na variantu a primérem 446+344 objektt na misku. Se zvysujici koncentraci NaCl
v médiu se kli¢ivosti spiSe snizovali, ale pouzepii koncentrci NaCl 100mg/l byla kli¢ivost
signifikantn¢ snizena oproti kontrole bez NaCl. (Fs26=4,764 0=0.00511, sqrt transformace, obr.
55a). Varianta s nejvyssi koncentraci NaCl méla také signifikantné nejvyssi mortalitu ,,dp* a ,,db*
(Fra,261= 5,905 0=0.00161, sqrt transformace, obr. 55b).
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Obrazek 55: a. Kli¢ivost a b. mortalita P. albida v zavislosti na koncentraci NaCl v médiu. Boxploty znazorfiuji mediany hodnot
klicivosti (mortalit), odlisna pismena znaci statisticky rozdilné varianty (0. = 0,05;ANOVA, TukeyC test).
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3.8 Vliv NHs" na Kkli¢eni a rist protokormu Gymnadenia

conopsea

V tomto pokusu bylo napocitano 17288 objekti na n=13-18 misek na variantu s primérem
2834421 objekti na misku. Kli¢ivosti se mezi variantami s riznou koncentraci (NH4)2SO4 neliSily
(Fa,681=0,772 0=0.547). Mortalita ,,dp* a ,,db* se vyskytovaly mezi variantami dusi¢nanové fady
nahodné (Fps,e81=1,204 0=0.317) stejné tak jako mortalita v§ech objektti (Fj4,68=0,562 0=0.691),vse
bez zjevného trendu. Kontrola k tomuto pokusu je uvedena v kapitole o vlivu kli¢ivosti semen G.

conopsea na ruzné koncentrace NOs™ jako Ctvrté opakovani (viz kapitola 3.1.4.1 Gymnadenia

conopsea agg.), a je zde zobrazena jeji NO varianta (Obr. 56)..
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Obrazek 56: Kli¢ivost G.conopsea v zavislosti na koncentraci (NH4)2SO4 v médiu. Boxploty znazornuji mediany hodnot kli¢ivosti,
stejna pismena znaci statisticky stejné varianty (o = 0,05;ANOVA, TukeyC test).

3.9 Vliv fytohormonii na inhibi¢ni efekt NO3

3.9.1 Vliv auxina na inhibi¢ni efekt NO3z"

3.9.1.1 Vliv NAA na Gymnadenia conopsea

V tomto pokusu bylo napocitano 15861 objektii na n=3-9 s primérem na misku 180+256 objekta.

V pokusu byly pouzity tfi rizné koncentrace NAA pridané do média. Rozdily mezi variantami u
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cvwr

podobnym jako u inhibi¢niho efektu NOs™. Se zvySujici se koncentraci NAA dochazelo k oslabeni
inhibi¢niho efektu NO3 a snizovani rozdilli mezi variantami S riiznou koncentraci NO3z™ na sttedni
koncentraci NAA (0,1mg/l) tyto rozdily byly signifikantni (F[5277=6,517, a=0,000429; obr. 57b),
ale na nejvyssi koncentraci NAA (1mg/ml) jiZ tyto rozdily nebyly prikazné (y 2 ) = 7.6299, p =
0.1061; obr. 57c¢).
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Obrazek 57: VIiv NOs na kli¢eni G. conopsea po pfidani a. 0,01Mg/l ,b. 0,1 Mg/l a c. 1Mg/l NAA do média. Boxploty znazoriuji
mediany hodnot kli¢ivosti, odli§na pismena znadi statisticky rozdilné varianty (o= 0,05;ANOVA, TukeyC test).

NAA indukovala kliceni na variantich na kterych bez ni tento druh jiz neklic¢i, jako

optimalni koncentrace se zda 0,01mg/1.

cvwr

koncentraci NO3™ (Fs,241=4.31, 0=0.00908). Ve varianté s 1 pg/l NAA se vyskyt,.dp“ a,,db* mezi
variantami dusiénanové fady signifikantné 1isil (Fp27 = 19.35, 0=1.3x107).

3.9.1.2 Vliv NAA na Pseudorchis albida

V tomto pokusu bylo napocitano 21103 objektd na n= 3-9 miskach na variantu s primérem
257.3+686.6 objektt na misku. Kontrola k tomuto pokusu je v kapitole o vlivu NOs™ na kli¢ivost

P. albida (viz 3.3.5 Pseudorchis albida). Nejvyssi kli¢ivosti byly na varianté NO za soucasného
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pridani 0.01mg/l NAA. Zde byla kli¢ivost nejvyssi a rozdily mezi variantami byly prikkazné (x 2 )
= 18.506, p = 0.0003458; obr. 58a). U varianty NO za souc¢asného piidani 0.1 mg/l NAA byla
klicivost nizsi (y 2 3 = 7.9706, p = 0.04662; obr. 58b) ale po pridani 1mg/l NAA se zase zvysila a
byla zde pozorovéna kli¢ivost i na varianté N1 (y 2 @ = 17.35, p = 0.001653; obr. 58¢). Objekty
,dp“ a ,,db“ se vyskytovaly jen na variantach NO za soucasného piidani 0,01mg/l NAA a na

variantach NO a N1 za soucasného piidani Img/l NAA.

a)

b) ©)
0,01mg/l NAA 0,1mg/l NAA Img/l NAA
A A T
25 A
25 |
6 1 20
20
S X154 X
% 47 ey 15
z Z K
> Z g
5 3510 2
B < 2 10 A
v’} 5. ~< ~
05 i
i 5 05
A A
04 —_— — A A A A A A
T T T T T T T J 00 7 T T T T T
0 1 50 100 0 1 50 100 0 1 10 50 100

koncentrace NO, [mg/1] koncentrace NO; [mg/]]

koncentrace NO, [mg/1]

Obrazek 58: VIiv NOs™ na kli¢ivost P.albida za soucastného ptidani a. 0,0lmg NAA/I, b. 0,1 mg NAA/I, c. Img NAA/L. Boxploty

znazornuji mediany kliCivosti, stejna pismena znaci statisticky stejné varianty. (a = 0,05; ANOVA, TukeyC test nebo Kruskall-
Wallis test).

3.9.1.3 Vliv NAA na Orthilia secunda

Jedina testovna rostlina z Celedi Ericaceae, byla testovana bez existujici kontroly. V tomto
pokusu bylo napocteno 12621 objektl na n=2-13 misek na variantu a primérem 160+498 objekti
na misku. Vliv pfidani 0,01lmg/l NAA mezi variantantami dusi¢nanové fady nebyl prikazny
(Fra,247= 0.628, 0=0.647; obr. 59a.), stejn¢ tak jako po pfidani 0,1mg/l NAA (Fs211=1.39, a=0.271;
obr 9b.) a Img/l NAA (Fps,211 = 1.027, 0=0.417; obr 9c). Vzhledem k tomu Ze tato rostlina netvoii
protokormy ale jiné mykoheterotrofni utvary (obr 59d) nebyly hodnoceny kategorie ,,p*, ,,b*,“dp*
ani ,,db* ale pouze semena, vyklicené objekty a zhnédl¢ vyklicené objekty. Mrtvy vykli€eny objekt

byl pozorovan jenom jeden.
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Obrazek 59: Vliv NOs™ na kli¢ivost O. secunda za soucastného piidani . 0.01mg/l NAA, b. 0,1 mg/l NAA a c. Img/l NAA d.

vykli¢ena O. secunda. Boxploty znazoriiuji mediany kli¢ivosti, stejna pismena znadi statisticky stejné varianty (o = 0,05; ANOVA,
TukeyC test).

3.9.2 Vliv cytokininii na inhibi¢ni efekt NO3s

3.9.2.1 Vliv kinetinu na Gymnadenia conopsea

V tomto pokusu bylo napocitano 20574 objektd na n=3-5 miek na variantu s primérem
411£903 objektii na misku. Vliv pfidani 0,01 mg/1 (y 2 (4 = 5.0629, p = 0.2809; obr. 60a) a 0,1 mg/I
(Fra231 = 1.978, 0=0.132; obr 60b.) kinetinu na inhibi¢ni efekt NOsna kli¢ivost Gymnadenia
conopsea nebyl pritkazny. Piidani 1mg/l kinetinu zptisobilo sice pritkazny rozdil (y 2 @) = 13.802,
p = 0.007956), ale parovy test mezi variantami rozdil nenasel (obr. 60c). Byl zde ale patrny trend

indukce kli¢ivosti kinetinem na inhibi¢nich koncentracich NOgz", pfi¢emz jako optimalni se jevi
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koncentrace 0,1mg/l kinetinu v médiu. Na varianté¢ s 1mg/l kinetinu byly protokormt napadné
protazené (obr. 60d). Na vSech 3 variantach s pfidanym kinetinem byly mrtvé protokormy
a bezvlaskaté protokormy (0,01mg/l: % 2 4y = 6.945, p = 0.01388; 0,Amg/l: Fia.271 = 2.337, 0=0.0808;
Img/l: Fpaze = 2.143, 0=0.101) stejn¢ jako Spatné semena (0,01mg/l: Fa231 = 1.466, 0=0.245;
0,Img/l: Fraon = 1.872, 0=0.144; Img/l: Fp2e= 2.154, 0=0.0994) rozlozeny v ramci variant
nahodné. Kontrola viz kapitola 3.1.4.
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Obrazek 60: VIiv NOs na kli¢ivost G. conopsea za soucastného ptidani a. 0,01mg/1, ,,b<.0,1mg/l, c. Img/l kinetinu d. fotografie

prodlouzeného protokormu na varianté s 1mg/l kinetinu. Boxploty znazoriiuji mediany hodnot kli¢ivosti, stejna pismena znaci

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

92



3.9.2.2 Vliv BAP na Gymnadenia conopsea

V tomto experimentu bylo napocitano 23427 objektl na n=5-13 miskach na variantu
s pramérem 215+593 objektti na misku. VIiv NO3zza soucastného piidani 0,01 mg/l BAP v tomto
experimentu neslo statisticky vyhodnotit, protoze zde nebyl dostatek opakovani, je zde jen vidét
klesajici trend klic¢ivosti (obr. 61a). VIiv NOs™ za souéstného piidani 0,1 mg/l BAP byl vysoce
signifikantni (F[2171 = 38.02, a=5,31x10"; obr. 61b) s vyrazné& nizsi kli¢ivosti na variantach s 50 a
100mg/l NOs jak na 1 mg/l NOs . Kli¢ivosti na variantach sruznou koncentraci NO3zza
soucastného piidani 1mg/l BAP byly rozmistnény nahodné (Fs2¢; = 0,27 0=0.926; obr. 61c).
Mortalita vsech mrtvych objektii se na variantach s 0,01 mg/l BAP se kvili malému poctu
opakovani nedalo statisticky vyhodnotit, na variantich s BAP 0,1mg/l (F2177 = 0,589 a=0.566) a
s BAP 1 mg/l (%2 5) = 3.6794, p = 0.5964) byly mrtvé objekty rozmistnény nahodng.

Stejny pokus byl kvili po€etnym kontaminacim opakovan jesté jednou. Napocitano zde
bylo 29065 objekt na n=2-13 miskach na variantu s primérem 218+589 objektl na misku. Zde
nebyla zavislost kli¢ivosti na ptidaném NO3 za soucastného piidani 0,01 mg/l BAP (Fs,35 = 0,898
0=0.475; obr. 62a), 0,1 mg/l BAP (Fp27 = 1,865 a=0.146; obr. 62b), ani 1mg/l BAP (3 2 @) =
0.47162, p = 0.9762; obr. 62¢) prikazna. Mortalita ,,dp*“ a ,,db* se v rdmci variant dusi¢nanové
fady na koncentracich BAP 0,01mg/l (Fs35 = 0,306 0=0.872), a BAP 1mg/l (Fs30 = 0,479
a=0.751) nelisila ani nevkazovali zadny trend, ale prukazné se liSila u variant s BAP 0,1mg/l (Fs.27]
= 3,36 0=0.0235; data transformovana funkcii sqrt; obr. 62d). Kontrola k tomuto pokusu je

V kapitole 3.1.4.1 jako druhé opakovani.
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Obrazek 61: VIiv NOs na kli¢ivost G. conopsea za soucastného piidani a. 0,01mg/l, b.0,1mg/l, c. Img/l BAP, star§i experiment.

Boxploty znazoriiuji mediany hodnot klicivosti, stejna pismena znaci statisticky stejné varanty (o = 0,05;ANOVA, TukeyC test).
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Obrazek 62: VIiv NOs na kli¢ivost G. conopsea za soucastného piisobeni a. 0,01 mg/l BAP, b. 0,1mg/l BAP, c. Img/l BAP, d.
mortalita ,,p* a ,,b* na varianté s 0,1mg/l BAP. Nov¢jsi experiment. Boxploty znazorfiuji mediany hodnot kli¢ivosti, stejna pismena

znadi statisticky stejné varianty (o = 0,05;ANOVA, TukeyC test).

3.9.2.2 Vliv BAP na Pseudorchis albida

V tomto pokusu bylo napocitano 12547 objektl na n=2-16 misek na variantu s primérem
954344 objektti na misku. Kontrola k tomuto pokusu je druhé opakovani pokusu s P.albida na
dusi¢nanové td¢ (viz 3.1.8 Pseudorchis albida). Mezi variantami dusi¢nanové fady a s pfidanim
0,01 mg BAP/ 1 byly rozdily také signifikantni (y ? ) = 16.903, p = 0.0002136; obr. 63a), stejné
jako po ptidani 0,1 mg BAP/1 (y 2 3 = 24.105, p = 2,375x10°; obr. 63b) a po pfidani 1mg BAP/I
(x 2 @ = 30.549, p = 3.784x10°®; obr. 63c). Nejvyssi kli¢ivosti byly na dusi¢nanové fadé za

soucastného pfidani 0,1 mg BAP. Vyssi kli¢ivosti neZ na kontrolni varianté byly i na dusi¢nanové
fad¢ za soucastného piidani 1 mg BAP, a naopak nizsi byly jen na dusi¢nanové fadé za soucastného

pfidani 0,01 mg BAP. Zaznamenany byly jen 2 ,,dp* na varianté NO s pfidanym 1mg/l BAP.
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Obrazek 63: VIiv NOs™ na klicivost P.albida za soucastného pisobeni a. 0,01 mg/l BAP, b. 0,1mg/l BAP, c. 1mg/l BA. Boxploty

znazornuji mediany hodnot klic¢ivosti, odlisna pismena znaci statisticky rozdilné varianty. (o = 0,05;ANOVA, TukeyC test nebo
Kruskal-Wallis, Pairwise Wilcoxon test).

3.9.3 Vliv GAs na Gymnadenia conopsea

V tomto pokusu bylo napocitano 17692 objektd na n=3-12 s primérem 146,2144+553,287

objektt na misku. Kontrola pro tento pokus viz kapitola 3.1.4.1. Kli¢ivosti se mezi variantami

dusi¢nanové fady za soucastného piidani 0.01 GAsz prikazné snizovali se zvySujici se koncentracii
NOs™ (3 2 @) = 18.499, p = 0.0009856, obr. 64a) a prikazny rozdil byl i ve vyskytu ,,dp* a ,,db“
mezi variantami dusi¢nanové fady (x 2 @) = 12.612, p = 0.01334; obr. 64b).
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Obrazek 64: Vliv NOs™ na a. kli¢ivost a b. mortalitu ,,p* a ,,b“ G. conopsea za soucastného piidani 0,01 mg/l GAs. Boxploty

znazornuji mediany hodnot klicivosti, odlisna pismena znaci statisticky rozdilné varianty (a = 0,05;ANOVA, TukeyC test nebo
Kruskal-Wallis, Pairwise Wilcoxon test).

Kli¢ivosti mezi variantami dusi¢nanové fady za soucastného piidani 0,1 GAs klesaly
signifikantng, s optimem na koncentraci N1 (y ? @) = 19.756, p = 0.0005581, obr. 65a). Podobné

snizovani bylo znatelné i u mortality ,,dp* a ,,db* (x 2 @) = 18.214, p = 0.001121, obr. 65b).
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Obrazek 65: VIiv NO3 na a. kli¢ivost a b. mortalitu ,,p“ a,,b G. conopsea za soucastného ptidani 0,1 mg/l GAs. Boxploty znazoriuji

mediany hodnot kli¢ivosti, odlina pismena znadi statisticky rozdilné varianty (o =0,05;ANOVA, TukeyC test nebo Kruskal-Wallis,
Pairwise Wilcoxon test).

Kli¢ivosti se mezi variantami dusi¢nanové fady snizovali signifikantné i po pfidani 1mg/1
GA;3 do duskové fady (Fis,271=36.56, 0=1.55x107, sqrt transformace, Obr. 66a), zde byla kli¢ivost
na varianté¢ NO srovnatelna s N50 a N100. Mortalita ,,dp* a ,,db* se mezi variantami dusi¢nanové

tady nelisila (Fa,271=2.629, a=0.0564, Obr. 66b).
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Obrazek 66: VIiv NOs na a. kli¢ivost a b. mortalitu ,,p“ a ,,b* G. conopsea za soucastného piidani 1 mg/l GAs. Boxploty znazortiuji

mediany hodnot kli¢ivosti, odlisna pismena znaéi statisticky rozdilné varianty. (a = 0,05; ANOVA, TukeyC test nebo Pairwise
Wilcoxon test).
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4. Diskuse

4.1. Efekt NOj3 na kli¢ivost vybranych druhi

Klicivost 8 z 10 testovanych druhti se signifikantné sniZzovala se zvySujici se koncentraci
NOz v médiu a to i v ptipadé Ze byl pokus zopakovan s jinou varkou sbiranou v jiném roce. Mnohé
prace naznacuji ze NO3 je pro kliceni zejména temperatnich orchideji inhibi¢ni. Tteba Eidberg
(1970) pozoroval ze stoupajici koncentraci NH4sNO3 klesani kli¢ivosti Orchis sancta a podobny
pokles pozorovala Rassmussen (1995) pii symbiotickém vysevu D.majalis kde pouzivala
koncentrace 0-5 mM NOz". Na druhou stranu se i temperatni druhy orchideji péstuji na médich
S NO3™ (napt. Ponert et al. 2011, Michl 1988) a pozorovan byl, sice jen velice ziidka, také
stimula¢ni efekt NO3™. Pfidani 826 mg Ca(NOz")2 do litru média (tj. 292,01 mg NO3") doporucuji
Ichihashi et Yamashita (1977) pro péstovani Bletilla striata a Dijk et Eck (1995) pozorovali na

protokormech kultivovanych in vitro na 0-12mM NHsNOs, negativni efekt anorganického N na
D.majalis, D.incarnata a D.maculata ale nerozlisuji konkrétni formu N ktera byla za pozorovany
efekt odpoveédna. Média pouzivana v této praci méla koncentrace NOs™ v rozpéti 16,129uM (1mg)
— 1,6129mM (100mg), coz jsou vyrazné niz$i koncentrace nez ve vSech ostatnich pracich
zkoumajici efekt NOs™. | na takto nizké koncentrace rostliny v této praci reagovaly i vysoce
prikaznymi rozdily. Zde pouzité koncentrace NO3™ odpovidaji koncentracim , které se vyskytuji
Vv pfirod¢ v pidnim roztoku. Na rozdil od ostatnich praci, které se zabyvaji vlivem koncentraci
NOzs", které se ptirozené nevyskytuji, tak nase vysledky umoziuji spekulovat o mozném vlivu NOs
na orchideje v ptirozeném prostiedi. Jednotlivé testované druhy vSak reagovali rizné silnou
inhibici. Tyto rozdily by se daly vysvétlit rozdilnymi habitaty které jednotlivé druhy osidluji.
Protoze vSak presné udaje o koncentracich NOs na lokalitach testovanych orchideji prakticky
chybi, vyuziju k provnani Ellenbergovy indika¢ni hodnoty (EIH), které jsou na ordinaéni $kale od
1 do 9 a predstavuji hodnoty teoretického ekologického optima zjisténého z terénni zkusenosti
(Zeleny 2012). Existuji ruzné klasifikace EIH pro rGzné casti Evropy. Kromné zakladnich
némeckych EIH (Ellenberg et al. 1991) existuji také EIH upravené pro Velkou Britani (Hill et al.

1999) a Italii (Pignatti 2005; tab. 10). Semena A.laxiflora pouzita v éto praci pochazeji z Italie
(Kampanie, Cilento, Stio), a proto se podrzime hodnoty EIH pro Italii. Rozdilné hodnoty pro P.

albida mohou byt zptisobeny tim, ze v Italii se vyskytuje P. albida subsp. tricupsis (Jersakova et
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al. 2011), zatimco v Némecku a Velké Britani roste P. albida subsp. albida. V této praci byla
pouzita subsp. albida, a proto budu dale pouzivat hodnoty pro Némecko a Velkou Britanii. Do
skupiny Ophrys tenthredinifera sensu lato, patfi i v této praci testovany druh O. neglecta pro ktery

samotny nejsou uvedeny EIH. Pouzity jsou proto hodnoty pro celou skupinu.

Tab. 10 Razné EIH pro jednotlivé testované druhy

druh EIH pro Némecko | EIH pro Velkou | EIH pro Italii
(Ellenberg etal. 1991) | Britanii (Hill et al. | (Pignatti 2005)
1999)
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

v

Zda se ze nase zjisténi s EIH koreluji. Nejsilngjsi inhibi¢ni efekt byl pozorovan u
Pseudorchis albida, ktery roste na oligotrofnich az mezotrofnich horskych stanovistich (Jersakova
et al. 2011) dusikem chudych s obsahem celkového N v ptidé v rozmezi 0,44-1,06 % (Ceské

v

lokality, C/N analyza; Jetabkova 2006). Druhy nejsilngjsi inhibi¢ni efekt byl pozorovan u

Gymnadenia conopsea coz je druh mezofilnich luk (Delforge 2006). Dalsi druhy osidlujici
prevazné mezofilni louky jako Anacamptis morio a Dactylorhiza majalis byly také dosti intenzivné
inhibovany NOs". Nejslabsi i kdyz stale znatelna inhibice byla pozorovana u Himantoglossum
robertianum, Ophrys neglecta a Anacamptis laxiflora. Prvni dva druhy se vyskytuji i na azivnéjsich
susich habitatech a posledni zminovany mizeme najit i na Gzivnéj$ich moktadech (Delforge 2006,
Trainito 2016).

Tato zjisténi vedou k zavéru ze pozorovanad inhibice kliceni semen NO3™ neni ojedin¢la, ale
vyskytuje se u mnoha druhti a jeji sila pozitivné koreluje s klesajici uZzivnosti stanovisté.

Pseudorchis albida, ktery byl NOs™ inhibovan nejsilngji v posledni dobé ubyva bez zjevnych pficin
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a je hodnocen v mnoha oblastech Evropy jako silné ustupujici nebo silné az kriticky ohroZzeny
(Tsiftis et Antonopoulos 2011, Jersakova et al. 2011). Pokud by K inhibici kli¢eni semen NO3’

dochazelo i v pfirozenych podminkach, mohl by byt jednim z faktorti zptisobujicich ustup P. albida
nartist obsahu N v prostfedi. Vlivem hnojeni a zeméd¢€lskych ploch se mnozstvi dostupného N

Vv prostiedi vyrazné zvysuje a stoupa koncentrace NO3z™ (napft. Ju et al. 2006, Ledox et al. 2007).

Také ubytek jedinci D. majalis na louce po hnojeni, ktery Dijik et OIff (1994) vysvétlovali
vytla¢enim D. majalis konkuren¢né silngj$imi druhy by mohl byt zptisoben naristem koncentrace
NOgz™ v pade.

U druhu Nigritella rhelicanii, Gymnadenia conopsea a G. densiflora nebyl inhibi¢ni efekt
pozorovan. U N. rhelicanii byla kli¢ivost velice nizka v celém pokusu (setiny procent) a ,,p* na
nejvyssich koncentracich NOsv médiu byla napadné mensi nez na médiu bez NO3’, ale nebylo. V
ptipadé G. conopsea a G. densiflora doslo u ¢asti pokusného materidlu béhem jeho kultivace ve
tmé k jeho vyndani ven na svétlo neopatrnym kolegou a pii nasledné kultivaci v mistnosti s 20°C
teplota kolisala a pohybovala se dlouhodobé kolem 27°C. VSechen material ktery vykazoval
odlisny efekt v zévislosti na NO3z™ v médiu byl vystaven témto zménenym teplotnim pominkam.
Experimenty které vykazovaly odliSnosti byly také ukladany nové do plastovych krabic které
nahradily predtim pouzivané papirové. Papirové krabice sice pravdépodobné umoziovali lepsi
cirkulaci plynt a nebyly utésnény, nabizeji ale prostor pro §iteni rozto¢d (napt. rod Tyrophagus,
kterému jsme celili) ¢i muzou fungovat jako substrat pro houby. Semena byla v téchto
experimentech pouzita oddélené z riznych stanovist’ a bylo pouzito riznych variant média, zde je
chyba vysoce nepravdépodobna. Bez dalich experimentl je ale mozné jen hadat, co zapficinilo
takto odlisSnou odpovéd..

Celkove ale vysevové experimenty ukazuji ze NOz™ v médiu inhibuje kli¢eni semen
Sirokého spektra evropskych orchideji a ze tato pozorovana inhibice koreluje s Gzivnosti jejich

pfirozen¢ho stanoviste.

4.2 Efekt fytohormonu na inhibici kliCeni semen orchideji

zpusobenou NO3

Vysledky této prace ukazuji, Ze inhibi¢ni efekt NO3™ na kliceni I1ze oslabit aplikaci auxin,

cytokinintl i giberelind. Obecné se pfi in vitro kultivaci orchideji pouzivaji nejvice cytokininy,
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predevsim kinetin (Ponert et al. 2013). Jeho pozitivni efekt na kliceni semen popisuje fada praci,
napft. (Steele 1996; Ponert 2009; Miyoshi et Mii 1998, Harvais 1982). Podobny efekt byl pozorovan
i U benzyladeninu (BA; Van Waes et Debergh 1986). Cytokininy v§ak mohou také inhibovat kli¢eni

nebo nemusi mit na kli¢ivost zadny efekt (Wilkinson et al. 1994, Borris et VVoight 1986), coz mize

naznacovat, ze efekt cytokininli je druhové specificky, nebo zavisly na koncentraci. Pouzivané

koncentrace se pohybuji kolem 0,5- 5 mg/1 (napi. Van Waes et Debergh 1986, Steele 1996).

V této praci indukovaly kinetin i BAP kli¢eni G. conopsea také na inhibi¢nich
koncentracich NOs’, na kterych bez téchto fytohormona nekli¢ila. BAP krom¢ toho zvySoval
kli¢ivost P. albida, ale pouze na varianté NO. Na inhibi¢nich koncentracich NO3™ kli¢eni tohoto
druhu neindukoval. Je proto mozné, Ze v jinych pracich pozorované rozdilné G¢inky cytokininii na
kliceni semen orchideji by mohly byt zpiisobeny nejen odlisSnou reakci riznych druhd, ale také
odlisnymi experimentalnimi podminkami, kdy jednotlivé prace pouzivaji odlisna média a riznymi
obsahy NOz". V tomto kontextu je zajimavé, Ze kli¢ivost G. conopsea se v této praci vlivem
cytokininli nezvySovala pii vSech koncentracich NO3s™ stejnou mérou (obr. 60). Zda se tedy, ze
konkrétni ucinek cytokininli opravdu zavisi na koncentraci NO3s™ a ze signaly NO3s™ a cytokinint se
navzajem ovliviuji.

Efekt auxinti na kli¢eni semen orchideji se zda byt ¢astéji inhibi¢ni (van Waes 1984, Hadley

et Harvais 1968, Eiberg 1970) nez stimula¢ni (Wilkinson et al. 1994), i kdyz pozorovany byly oba.

V této praci NAA stimulovala kli¢eni G. conopsea také na inhibi¢nich koncentracich NOs
, na kterych jinak G. conopsea neklicila. Pti vSech testovanych koncentracich NAA byl ale stale
patrny inhibi¢ni efekt NOs™ na kli¢eni a NAA jej patrné pouze oslabovala. Opét 1ze tedy spekulovat,
ze rozdilné reakce orchideji na auxiny pozorované v literatufe by mohly mit souvislost s obsahem
NOgz™ v kultivaénim médiu. Optimalni koncentrace NAA byla v této praci 0,01 mg/l a pfi jejich
vysich koncentracich jiz dochazelo k relativnimu poklesu kli¢ivosti. Je tedy také mozné, Ze pfi
pouziti jinych koncentraci NAA by autofi vySe citovanych praci dospéli k odlisSnym zavértim.

V piipadé giberelini se na zéklad¢ dostupnych literarnich idajti zd4, ze na kli¢eni orchideji

nemaji zadny efekt (napt. Borris et Voigt 1986, Rasmussen 1995 a reference uvniti) nebo kli¢eni

dokonce inhibuji (Wilkinson et al. 1994). V této praci GAs nezvySovala kli¢ivost na nejvyssi
inhibi¢ni koncentraci NO3™ N100, nicméné na nizSich koncentracich NO3™ ke zvySeni kli¢ivosti
dochazelo. Média pro in vitro kultivaci orchideji obvykle obsahuji vyssi koncentrace NOs", nez 100

mg/l (Ponert et al. 2013 a citace uvnitf). Zda se tedy mozné, Ze vySe citované prace nepozorovaly
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zadny efekt giberelinti pravé z duvodu pFitomnosti vysokych koncentraci NO3s™. Efekt GAz byl
V této praci nelinearné zavisly na koncentraci NOs3™. Pii koncentraci NO byla optimani koncentrace
GA3 0,01 mg/l. Pii koncentraci N1 uz vSak byla optimalni koncentrace GAz 0,1 mg/l (obr. 65a).
Toto zajimavé chovani nelze na zékladé soucasnych znalosti vysvétlit, nicméné poukazuje na to,

ze ucinky NOs™ a giberelinti se navzajem ovliviuji.

4.3. Vliv mykorhiznich hub na inhibici kli¢eni semen orchideji

zpusobenou NOs

Klicivosti byly v symbiotickych vysevech G.conopsea celkové nizsi nez u asymbiotickych
vysevl, ale nesnizovaly se spolu s vzristajici koncentraci NO3™. V ptipadé izolatu B1 byla nejvyssi
klicivost na koncentraci N10, v ptipad¢ izolatu Q414 dokonce na koncentraci N100. Tyto vysledky
1ze vysvétlit jen ztézi. Houby piijmaji i NOs™ (Hawkins et al. 2000, Johansen et al. 1993) a v piipadé

Calluna vlugaris bylo zjisténo Ze i kdyz je médium zasobovano vyhradné anorganickymi formami

N huba transportuje AMK do rostliny (Sokolovski et al. 2002). Bylo by tedy mozné, ze houby

orchideji odnimaji NOs™ a zasobuji je aminokyselinami. Dal$i mozné vysvétleni by bylo skrze
produkeci fytohormonti mykorhiznimi houbami. Houby jsou schopné produkce cytokinint, auxini

i giberelint (Barker et Tagu 2000, Tsavkelova et al. 2006) a zmény v obsahu fytohormont byly

opakované pozorovany v souvislosti s formovanim jinych typti mykorhiz (shrnuto v Ponert 2009).
Bylo by tedy mozné také to, Ze mykorhizni houby indukovaly kli¢eni orchideji dodanim
fytohormonti. V tomto kontextu je zajimavé, ze rozdily mezi klicivostmi G. conopsea
Vv pfitomnosti houby B1 silné¢ pfipominaly rozdily v asymbiotickych kulturach pti koncentraci

kinetinu 1 mg/l. Bez dalSich experimenti ale nelze pozorované chovani jednoznaéné vysvétlit.

4.4 Vliv NO na kliCeni semen orchideji

Je mozné, ze inhibi¢ni efekt NO3z™ na kli¢eni semen orchideji by mohl byt zprostiedkovan
jinou formou N, kterd z NOs™ vznika v pletivech orchideji. Prvnim experimentem provedenym v
této praci, ktery ukazuje na takovou moznost, je aplikace wolframanu, inhibitoru nitratreduktazy
(Xiong 2012). Pridani wolframanu do média zpusobilo potlaceni inhibi¢niho efektu NO3™ na kliceni
semen G. conopsea. Z téchto vysledki Ize usoudit, ze pro inhibi¢ni efekt NOs™ je nutna akce

nitratreduktazy (NR) a za tento efekt budou pravdépodobné odpoveédné jiné formy N vzniklé
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metabolismem NOsz". Nutno v8ak poznamenat, Ze¢ wolframan neni zcela specifickym inhibitorem

NR, i kdyz neexistuje lepsi alternativa (Xiong et al 2011). Pokud ale wolframan zptsobil v mych

experimentech inhibici také dalSich enzymi, lze tim jen tézko vysvétlit pozorovanou stimulaci
kliceni.

Na zéklad¢ dostupnych udajt 1ze predpokladat, ze nejlepsim kandidatem, ktery by mohl
byt za sledovanou inhibici odpovédny, je NO. Tento plyn v rostlinach ovliviiuje mnozstvi procest,

coz je diivod jeho intenzivniho studia v recentni dob¢ (kap. 1.2.5.3 Signalisace NO, napt. Yamasaki

et al. 2016 a citace uvnitt). Jeho tloha v signalizaci vyvolané piitomnosti NOs™ je pfedpokladana
(Andrews 2013) a byla pozorovana pii kliceni semen Paulownia (Giba et al. 1998). Tento
predpoklad podporuji dosud spise predbézné vysledky z kvantifikace NO v protokormech.
Protokormy D. majalis kultivované na médiu s vysokou koncentraci NO3™ (N100) obsahovaly vice
NO, nez protokormy kultivované na médiu bez NOs  (NO) (obrazek 42). V distribuci NO
Vv protokormech vSak nebyl pozorovan rozdil (kapitola 3.5.1) a NO byl pfitomny vzdy nejvice
Vv apikalni oblasti protokormu. MlZe to byt zptisobeno tim, Ze se dosud jedna o predbézné vysledky
ziskané na jiném druhu H. robertianum, ktery byl k NOs citlivy pouze velice slabé. Je ale také
mozné, ze pozorované maximum NO v apikalni ¢asti je ptitomné vzdy a pod vlivem NO3z™ dochazi
pouze ke zménam celkového obsahu NO. Provedeni téchto métfeni na vét§im mnozstvi materidlu
snad celou situaci objasni.

Dalsi vysledky, které naznacuji na moznou tlohu NO v pozorované inhibici kli¢eni, se
tykaji aplikace donoru NO a zhasectu NO. Pti stoupajici koncentraci donoru NO SNP se snizovala
klicivost semen D.majalis na vSech variantach. Naproti tomu pfidani zhasect NO PTIO
nebo cPTIO v koncentraci 10 uM zvysilo klic¢ivost D. majalis oproti kontrole bez zhasecu. Pridani
téchto zhasec¢u v koncentraci 100 uM vSak mirné snizilo kli¢ivosti a pfidani 1 uM zhasecu
kli¢ivosti snizilo vyrazn¢ na vSech variantach dusikové fady. Zda se tedy, Ze tyto vyssi koncentrace
jiz byly supraoptimalni. Pagnussat et al. (2002) pouzivali koncentrace az 200 uM cPTIO na
korénech kukufice (Zea mays) a Tun et al. (2006) na semenacich A. thaliana pouzivali s tspéchem
koncentrace 0,1-1mM PTIO. Optimalni koncentrace PTIO a cPTIO je tedy ziejmé zavisla na
pouzitém rostlinném materialu. U jiného druhu testovaného v této praci, Ophrys neglecta, byl
sledovan pouze efekt cPTIO ktery byl podobny vysledkiim ziskanym s D. majalis. Po ptidani 10
uM zhasece se klicivosti zvysily a po pridani 100 uM se zase oproti kontrole snizily. Pokus se

tietim druhem, P.albida, a SNP dosahoval velice nizkych kli¢ivosti a semena klicila pouze na
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variant¢ NO. V tomto piipad¢ po piidani vyssi koncentrace SNP byly kli¢ivosti mirn€ vyssi. Je vSak
nutno si uvédomit, Zze pozorované kli¢ivosti zde dosahovaly desetin procenta na jen malém
mnozstvi misek, z ¢eho jen tézce Ize usuzovat néjaké zaveéry. Experimenty s P. albida proto budou
muset byt zopakovany. Celkové lze tyto vysledky shrnout, ze donor NO snizoval kli¢ivosti
a naopak zhasec¢e NO kli¢ivost zvySovaly alespoi pii aplikaci nizkych koncentraci. Zda se tedy, ze
NO by mohl byt odpovédny za pozorovany inhibi¢ni efekt NO3™ na kli¢ivost semen u orchideji. Je
ale nutné vySe popsané experimenty zopakovat s jemnéjsi Skalou koncentrace zhaSece na nizsich
koncentracich. Pokud by za pozorovanou inhibici kli¢eni byl opravdu zodpovédny NO, mohlo by
to také vysvétlit vyrazné odlisné vysledky ziskané z poslednich experimentt (kap. 3.1.4, kap. 3.3).
Narozdil od vSech predchozich opakovani byly v téhto experimentech kli¢ivosti na vSech
variantach velice nizké a prakticky nezavislé na koncentraci NOs. Oproti pfedchozim
experimentim doslo ke zméné nékolika parametrl: zvyseni kultivacni teploty, nahodné ozafeni
misek po vysevu lampickou a ndhrada papirovych krabic za plastové. Plastova krabice je prakticky
neprostupna pro plyny a pokud kultury na inhibi¢nich koncentracich NOs™ produkovaly NO, mohly
jim inhibovat také ostatni misky ve stejné krabici. V papirovych krabicich by ale NO unikal pry¢

a k inhibici ostatnich variant by nedochazelo.

4.5 Efekt NO3™ na rist protokormi orchideji

Vysledky z P. albida ukazuji, ze NO3z™ neinhibuji pouze samotné kliceni, ale také nasledujici rust
mladych protokormii. Inhibice ristu protokorml orchideji vlivem NO3  byla pozorovana u

Dactylorhiza incarnata (Dijk et Eck 1995) a hybridni Cattleya (Raghavan et Torrey 1964).

Podobng, jako v ptipadé vlivu NO3™ na kliceni, se i v téchto experimentech jednalo o vyrazng¢ vyssi
koncentrace NOs", nez v nasich experimentech. V pfipadé dal$ich dvou druhti, u kterych byla v této
praci sledovéana velikost protokormut, vSak nebylo snizeni velikosti protokormti vyrazné. O.
neglecta vykazoval pouze statisticky neprukazny trend snizovani velikosti se vzristajici
koncentraci NOs™. H. robertianum jiz nevykazoval ani znatelny trend. Tyto dva druhy vsak byly
také pomeérné malo citlivé i v procesu kliceni (H. robertianum reagovalo zcela nejméné ze vsech
testovanych druhti) a tak je mozné, ze u nich k inhibici rstu mladych protokormti nedochazi.V této
praci pozorovana inhibice riistu protokormt nejspiSe nebude zplisobena zménami v energetickém

metabolismu, protoze protokormy D. majalis rostouci na médiich s riznou koncentraci NOs™ se
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nelisily v obsazich jednotlivych rozpustnych sacharidii ani v obsahu Skrobu.

5. Zavéry

— Nitraty mohou inhibovat kli¢eni riznych druhti orchideji 1 v koncentracich, které se vyskytuji
Vv ptirodnich podminkéch.

— Knitratim jsou citlivé oligotrofni, mezotrofni a dokonce i mirn¢ eutrofni druhy orchideji.
Citlivost testovanych druhti koreluje s tizivnosti jejich stanoviste.

— Nitrdty mohou inhibovat krom¢ kliceni semen také nasledny rist protokormi. Citlivost
protokormti testovanych druhii orchideji k nitratim koreluje s citlivosti semen. .

— Auxiny, cytokininy i gibereliny mohou modulovat inhibi¢ni efekt nitrati na kliceni semen
testovanych druhti orchide;ji.

— Nitraty mohou modulovat G¢inek auxint, cytokinint i giberelinti na kli¢eni semen testovanych
druhii orchide;ji.

— Mykorhizni houby mohou modulovat az upln¢ zrusit inhibi¢ni efekt dusi¢nanti na kli¢eni semen
Dactylorhiza majalis.

— Pro inhibi¢ni efekt dusi¢nanii na kliceni semen testovanych druht orchideji je nutnd aktivita
nitratreduktazy.

— Inhibi¢ni efekt nitrath na klieni semen testovanych druhti orchideji patrné tsobi
prostiednictvim nartistu endogenni koncentrace NO.

— NO inhibuje kli¢eni testovanych druhii orchideji.

— NO vytvati v protokormech Himantoglossum robertianum koncentraéni maximum V apikalni

Césti.

— Zrala semena Himantoglossum robertianum dosahuji vysokych kli¢ivosti i po 6 letech

skladovani pfi laboratorni teploté.
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Priloha |.

Zasobni roztoky pouzité na pripravu kultivaénich médi

Mo (11)

objem 11
KH2PO4 289
MgSO4 .7H20 289
CaCL: 2049

skladovano Vv chladniéce

MS-B (500ml)

KI 0,083 ¢g
MnSO4.H20 1,699
ZnS04.7H,0 0,860 g
Na2Mo00s.2H.0 0,025¢
CuSO4.5H2 0O 2,5mg
CoCl; 1,3 mg

Skladovano v chladniéce

ViMi (100 ml)

thiamin (HCI) 0,020 g
pyridoxin (HCI) 0,020 g
kyselina nikotinova 0,020 g
kyselina listova 0,020 g
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zamrazeno po 5 ml v nadobkéch (-20°C)

Fe (500 ml)

FeSO4-7H20 2,789

Na;EDTA-2H20 3,739

Obe¢ slozky byly rozpustény oddélené ve 200 ml destil

ované vody, zahtaty v mikrovinné troubé na cca 80°C, poté byl roztok FeSO4- 7H20 pozvolna pfilit
za stalého michani k roztoku Na;EDTA-2H20, stidle michano az do vychladnuti, doplnéno

destilovanou vodou na objem 500 ml. zamrazeno po 5 ml v nadobkach (-20°C)

zamrazeno po 5 ml v nadobkach (-20°C)

Roztoky fytohormonu

Roztoky byly rozpustény v 1ml rozpoustédla a doplnény destilovanou vodou na koncentraci

1mg/ml
fytohormon GAs NAA BAP Kinetin
rozpoustédlo 1M KOH 1 M NaOH 1 M NaOH 96% ethanol

Roztoky byly skladovany v ledni¢ce
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Priloha 11

Piedpisy pro pripravu kultiva¢nich médii

MoN

MS-B 1,25 ml

Fe 1,25 ml

Mo 25 ml

ViMi 5ml

kyselina citronova 0,15 g (300 pl roztoku)

yeast extract 0549

casein enz. hydrolyzat 0,59

sachardza 10 g

aktivni uhli 059

agar 79

pH 58

NaNOs

MoNO MoN1 MoN10 MoN50 MoN100

NaNO3 [mg/1] 0 1,370774 13,70774 68,5387 137,0774
Roztoku [pl] 0 13,71 137,08 685,39 1370,77

pro roztok 0,1g / ml aq.
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OMAZ3 - mykorhizni médium (1)

mleté ovesné vlocky 39

agar 10 g

pH nefesit
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