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Abstract

Orchids have very small seeds with only limited contents of reserves. Therefore, in
early stages of their development most of them fully depend on nutrition provided by
mycorrhizal fungi. Nearly all orchids remain partial mycotrophs during whole life, even
after a start of their own photosynthesis. These characteristics make orchids an ideal
model for studies of mycorrhizal associations and bring us good opportunity to study
different feeding strategies in the single species. This work targets on early
developmental stages of orchids and by studying carbohydrate status of both plant and
fungus and their sensitivity to different types of phytohormons estimates potential of
these signalling compounds to control plant-fungus coordination. Firstly, the capability
of selected orchids to utilize different carbohydrates have been tested. Results
confirmed their ability to metabolize sucrose, fructose, maltose, raffinose and trehalose.
Only low level of utilization have been shown for lactose and mannitol. For the first
time it has been shown, that some orchids are able to utilize sorbitol. In contrast,
fructose has clear inhibition effect on germination or early developmental stages of
Ophrys protocorms, while not fructose but glucose inhibits germination and subsequent
development of Dactylorhiza. The effect of phytohormones on orchid mycorrhizal fungi
is also presented. It is shown, that auxins stimulate branching of selected mycorrhizal
fungi hyphae. Auxins as a possible means of mutual communication between fungi and
orchids in mycorrhizal associations is disccused. Further, developmental effects of
selected phytohormones on early developmental stages of orchid protocorms
differentiation were studied. Based on the achieved results an attempt have been made
to propose a model of auxin-cytokinin directed developmental regulation of early
development in orchids. Auxins stimulate growing of basal parts of protocorms, while
cytokinins stimulate growing of apical parts and differentiation of shoot meristem. It is
proposed, that auxins are in early protocorm transported to basal parts, where they
stimulate development of mycotrophic tissue. As a result of this auxin distribution
polarization cytokinin effect can overbalance in apical part, where lead to meristem
differentiation. To support the conclusion a transgene plants carrying GFP under control
of auxin inducible promoter DR5 have been prepared to visualise endogenous auxin

levels in orchids.



Uvod

Mykorhiza je rozsifena u vice nez 90 % vysSich rostlin. Pro jeji studium vSak nelze
vyuzit klasicky modelovy organismus Arabidopsis thaliana, ktery mykorhizu nevytvari.
Studium mykorhiznich asociaci tak dnes probiha na riznych organismech a modelovy
druh dosud zvolen neby].

Jednou z rostlinnych skupin, které by mohly byt pro vyzkum mykorhiznich asociaci
velice vhodné, jsou orchideje (Celed” vstavacovité - Orchidaceae). Prakticky vSechny
druhy jsou ve svych ranych vyvojovych fazich obligatné zavislé na mykorhize. Semena
obsahuji jen velmi malo zasobnich latek, a vyzivu mladych semenackt tak musi zajistit
mykorhizni  houba. V pozdgjsich fazich vyvoje vétSina orchideji pocina
fytosyntetizovat, méni svlij zpisob vyzivy na ¢asteCnou mykotrofii a nckteré druhy
mohou byt v dospélosti zcela nezavislé na mykorhize. Jiné druhy vSak schopnost
fotosyntézy ztratily a cely svlij vyvojovy cyklus se vyzivuji vyhradné¢ mykotrofii.
Orchideje tak nabizeji moznost srovnani rGznych strategii mezi blizce ptibuznymi
druhy, ale také mezi riznymi vyvojovymi fazemi jediného druhu.

Pro pochopeni vzijemnych regulaci chovani houby a rostliny je podstatny predevs§im
signalni vyznam nékterych latek ptfenasenych v mykorhiznich asociacich. Dosavadni
prace naznacuji na moznou ulohu fytohormond. Dalsi prendsené latky
s pravdépodobnou signalni tlohou jsou sacharidy. Jejich signaliza¢ni potencial byl viici
fytohormoniim objeven teprve nedavno, ale u ftady rostlin se ukazuji vyznamné
v regulaci mnoha procest.

Tato prace se zaméfila na ucinek sacharidu a fytohormonii v orchideoidni mykorhizni
symbidze. JelikoZz je dosud k dispozici velmi malo informaci, byly zvoleny jako
modelovy materidl rané vyvojové faze semenacki zavislé na mykorhize. Semena
orchideji obsahuji pouze mala nediferencovana embrya bez zakladl organii a k veskeré
organogenezi tu dochdzi az po vykli¢eni. Mohou byt tedy vhodnym materidlem také pro
studium vyvojovych regulaci. JelikoZ je porozuméni t€émto regulacim v rdmci rostliny
podminkou pro porozuméni vzajemné koordinaci déji mezi houbou a rostlinou, byla
mu v této praci vénovana znacnd pozornost. Protoze terestrické druhy orchideji jsou

na mykorhize obecné vice zavislé, zaméfila se prace na jejich studium.



Cile prace

Cilem této prace je pfispét k porozuméni regulacim mykorhiznich asociaci v ranych

fazich vyvoje semendckil orchideji, a to pfedevSim studiem Uuc¢inku sacharidi a

fytohormonti.

Dil¢i cile:

Testovat schopnost vybranych sacharida slouzit jako zdroj uhliku a energie pro
semendcky vybranych druhti orchideji.

Pomoci analyzy spekter sacharidii mykorhiznich hub vytipovat mozné sacharidy
poskytované orchidejim houbou v ranych fazich vyvoje.

Ovéfit, zda mohou byt rozpustné sacharidy obsaZzeny v semenech orchideji (a
byt tedy zdrojem uhliku a energie pfi klicent).

Charakterizovat uc¢inek fytohormont na rané fdze vyvoje semenackli vybranych
orchideji.

Charakterizovat t¢inek fytohormont na vyvoj mykorhiznich hub.

Vypracovat Gi¢innou metodu transformace vybranych orchideji a ptipravit

transgenni rostliny umoznujici vizualizaci endogennich hladin auxinu.
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Literarni avod

1. Literarni uvod

1.1. Systematika orchideji

Taxonomie a systematika orchideji je jiz dlouhou dobu pomérné komplikovanou
otazkou. Velky pocet druhtl, jejich variabilita, specifickd biologie a v neposledni fadé
téz relativni vzacnost vedly k riznym a Casto dosti odliSnym nézortim. Jelikoz dodnes
je mnoho aspektli nedotfeSenych, dovolim si nejprve struéné uvést systematické ¢lenéni
pouzité v této praci.

Orchideje se zpravidla hodnoti jako samostatna celed’ vstavacovité (Orchidaceae),
spadajici na bazi fadu Asparagales. V ramci této Celedi je rozliSovano pét hlavnich
skupin — podéeledi Apostasioideae, Cypripedioideae, Epidendroideae, Orchidoideae a
Vanilloideae (Pridgeon et al., 1999). Vyznam oddé¢lovani téchto skupin byl riznymi
autory hodnocen odlisn¢. Napiiklad Szlachetko (1995) slucoval Epidendroideae,
Orchidoideae a Vanilloideae do jediné skupiny postavené na stejnou uroven vuci
Apostasioideae a Cypripedioideae.

Orchideje jen vyjimeéné nejsou hodnoceny jako jediné Celed’. Zpravidla se rizn¢ pojaté
vyse uvedené podceledi hodnoti na trovni samostatnych ¢eledi (napt. Szlachetko, 1995
uvadi tii celedi — Apostasioideae, Cypripedioideae a Orchidoideae). Z pohledu dnes$ni
systematiky je vSak takové clenéni neopodstatnéné. V piipadé zajmu o tuto
problematiku pro zakladni orientaci doporucuji prvni dil monografie Genera
Orchidacearum (Pridgeon et al., 1999).

Clenéni na niz§i taxonomické jednotky — triby a subtriby — doznalo v priibéhu let
vyraznych zmén. Pro Ucely této prace neni zcela nezbytnd orientace v historickych
pojetich klasifikace orchideji, a nebudu se zde timto problémem zabyvat. V praci bude
pouzito ¢lenéni dle nejnovéjsi souborné prace zabyvajici se systematikou celé celedi
Orchidaceae s.1. — Genera Orchidacearum (Pridgeon et al., 1999; 2001; 2003; 2005; in
prep.) — misty upravené dle novéjSich, v textu citovanych praci, zabyvajicich se blize
jednotlivymi skupinami. Dosud casto pouzivané Cc¢lenéni dle Dresslera (1993)
¢i Szlachetka (1995) je jiz ptekonané a nebude zde déle uvadeéno.

Pro tuto praci nejpodstatnéjsi orchideje Evropy byly hodnoceny dle posledniho vydani
Delforgeova klice (Delforge, 2006). Systematika rodu Ophrys byla upravena dle
Deveye et al. (2008), s poznamkou o hodnoceni dle Pedersena et Faurholdta (2007).
Rody Aceras, Anacamptis, Orchis a Neotinea byly uvedeny dle Batemana et al. (2003)
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a Kretzschmara et al. (2007). Coeloglossum viride byl dle Cribba et Chase (2001)

hodnocen jako druh rodu Dactylorhiza.

1.2. Kultivace orchideji

Pro pochopeni dalSiho textu je nutno vysvétlit dva terminy souvisejici s kultivaci
orchideji in vitro — symbiotické a asymbiotické kultury. Tyto terminy se v literatuie
zamétené na orchideje bézn€ pouzivaji, avSak u jinych skupin rostlin pfili§ Casto
pouzivany nejsou.

Orchideje vytvaieji v ptirozenych podminkach mykorhizu a jsou do jisté miry zavislé
na piisunu latek od houby. V symbiotickych kulturach in vitro je na zivném médiu
péstovana houba a teprve na ni orchideje. VyZivu orchideji zde zprostfedkovava
ptislusna mykorhizni houba. Naopak v asymbiotickych kulturach in vitro houba neni.
Orchideje jsou kultivovany piimo na zivném médiu, které je vyhradnim zdrojem Zivin.
V dal§im textu bude o téchto zpusobech kultivace psano zkracené jako o kulturdch

symbiotickych a asymbiotickych, jak je bézné v literatufe zabyvajici se orchidejemi.

1.3. Casné faze ontogeneze orchideji

Cilem této prace je charakterizace vlivu fytohormoni v ranych fazich vyvoje

semenacku orchideji, proto budou tyto faze ontogeneze nejprve stru¢né popsany.

1.3.1. Embryogeneze

Jelikoz je u orchideji embryo ve zralém semeni vzhledem k ostatnim rostlinam malo
vyvinuté, je pro pochopeni d&ji pti kliceni potfebny tvod i1 do predchazejici
embryogeneze. Patrné nejcastéji zminlovany specifikem embryogeneze orchideji je
absence endospermu. Mnohdy byva uvadéna jako zakladni charakteristika vSech
orchideji, nicméné situace neni zcela jasnd. V literatufe lze nalézt jak zpravy
o pozorovani endospermu, tak dvojitém oplozeni (pi. Swamy, 1943; Swamy, 1947).
Jedna se vSak o star§i prace zalozené na jednoduchych mikroskopickych pozorovanich,
jejichz interpretace nemusi byt spravna.

Novéjsi dukladnd studie (Albert, 1990) dokladd absenci dvojitého oplozeni a zanik
endospermu u Cypripedium cordigerum. Podobné doklada absenci dvojitého oplozeni
rozsahla studie Clementse (1995). Jadra centralni buiiky zarodecného vaku jsou

vyvijejicim se embryem zpravidla zatlateny smérem k chaldze, aniz by dochézelo
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k jejich dalSimu déleni. Pokud se u nékterych druhii rozdéli, tak jen jednou az dvakrat, a
pak mohou v ranych fazich obklopovat embryo. Ke splyvani jader centrdlni bunky
zarodecného vaku s jadry z pylu v§ak nedochazi.

Po vzniku zygoty dochazi kjejimu deleni. U nekterych orchideji vznikd zjevna
asymetrie aZ pii 2. bundéném déleni a viibec nedochazi ke vzniku suspenzoru. Cast&jsi
je vSak klasictejsi pripad, kdy k tvorbé zpravidla malého suspenzoru dochézi. Zralé
semeno pak obsahuje kulaté, né€kdy mirné¢ protahlé, embryo bez jakychkoliv
diferencovanych zakladl organt (s vyjimkou zminéného suspenzoru).

Veskeré dalsi faze vyvoje embryi probihaji zcela nezavisle na matetské rostliné po
vykli¢eni. Standardné¢ se tedy nehodnoti jako embryogeneze, ale ontogeneze
semendcki. Embrya jsou od vykliceni nazyvana protokormy. Tohoto ¢lenéni je téz
pouzito v této praci a dalSimu vyvoji mladych orchideji budou vénovany nasledujici
kapitoly. (Johansen, 1950; Pridgeon et al., 1999).

Ranné studie embryogeneze orchideji se zabyvaly popisem vznikajicich struktur a jejich
klasifikaci. Prvni souborngj$i popisnou praci ilustrujici vyvoj embryi u nékolika
vybranych orchideji publikoval Treub (1879). Prvnim pokusem o souborngjsi
klasifikaci na zakladé mikroskopickych pozorovani je pak studie Swamyho (1949),
Clenici embrya orchideji do Sesti zdkladnich typ. Mnozstvi zkoumanych taxonu
orchideji vSak nebylo dostacujici a byly nachdzeny dalS§i druhy neodpovidajici
navrzenému ¢lenéni.

Podrobnéjsi klasifikaci zalozenou na vétSim zkoumaném vzorku taxond navrhl
Johansen (1950), jez rozlisil 13 zékladnich typi embryi. Patrné nejnovéjsi je Clenéni
uvedené v monografii Genera Orchidacearum (Pridgeon et al.,, 1999) vychazejici
z prace Clementse (1995). Zajimavé shrnuti se nachézi také v dile Veyreta (1974). Pro
ucely této prace vsak neni typizace embryi pfili§ podstatnd. Nebudu se ji tedy vice
zabyvat a zajemce odkazuji na vySe citované prace, predev§im Pridgeona et al. (1999) a

Johansena (1950).

1.3.2. Semena

Jak bylo zminéno v ptedchozi kapitole, obsahuji semena orchideji pouze maly zarodek
(obr. 1.1.). Ten je ve zralych semenech jedinym Zivym pletivem. Obklopuje ho jen
osemeni (testa) tvofené zpravidla jedinou vrstvou odumfielych bunék vzniklou
z vné€j$iho integumentu vajicka (Clements, 1995; Ziegler, 1981). Takovato semena

obsahuji minimum zasobnich latek a v pfirozenych podminkdch nemohou vyrist bez
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dodavky externich zivin mykorhizou. Drobna semena bez zasobnich latek jsou ziejmé
obecnym jevem vzniklym nezavisle u vétSiny mykoheterotrofnich rostlin, a pravé
semena orchideji patfi spolu se semeny rodu Voyria (Gentianaceae) k nejmensim dosud
znamym semenum rostlin (Leake, 1994).

Tvorba malych semen s minimem zasobnich
latek a nediferencovanym meristémem se
muze jevit jako nevyhodnd, ale zfejmé& tomu
tak neni. VétSinu orchideji  bychom
v populacni ekologii zaradili mezi S-stratégy.
Véazany na pfislusné mykorhizni houby a
zpravidla na specifické podminky biotopu,
mohou osidlit pouze nckteré plochy. Ty

v krajin¢ zpravidla nejsou spojité (pokud jsou,

500 pm

tak jen docCasné — pf. mediteranni pastviny

. . , . o ., , . obrazek 1.1. — semeno Dactylorhiza
v dob¢ meziledové), coZ nejspiSe prispiva majalis. Autofluorescence excitovana UV
svétlem. Foto autor.

k prudké speciaci (napi. Devey et al., 2008;
Pillon et al., 2007). K osidleni podobnych ploch je tieba vytvaret velkd mnozstvi dobie
se Sificich semen. Vyziva semendCkli mykorhizou umoziiuje vytvaiet mensi semena bez
zasobnich latek (a tedy za stejnou cenu vice takovych semen), ale zpétné zvySuje tlak na
tvorbu velkého mnozstvi semen, protoZze semeno na vhodném stanoviSti musi navic
ve spravny Cas navazat mykorhizu se spravnou houbou, coz jesté¢ vice fragmentuje
distribuci vhodnych stanovist’ v krajiné.

Rané faze vyvoje semenackll vétSiny orchideji jsou na vyzivé mykorhizou zcela zavislé
a bez nadsdzky lze tento vztah oznalit za parazitismus rostliny na houb& Mnohé
orchideje v pozdéjsich fazich zacinaji fotosyntetizovat a mykorhizni vztah jiz neni
jednostranym parazitismem. Ne&které schopnost fotosyntetizovat ztratily a po cely
zivotni cyklus na houbach parazituji. Tento fenomén vznikl v Celedi vstavacovité
mnohokrat nezédvisle a existuje nespocet piechodnych forem od obligatnich mykotrofi
az po druhy, které mohou cely sviij zivotni cyklus prodé€lat bez navazani mykorhizy
(pt. Disa, sect. Disa; Wodrich, 1997). U fotosyntetizujicich, ale na mykorhize piesto
zavislych druhti jsou dokonce zndmy pfipady nezelenych mutanti kvetoucich
v ptirozenych populacich normalnich rostlin (pf. nékteré krustiky — Epipactis)
(Gryndler et al., 2004; Pridgeon et al., 1999).
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1.3.2.1. Osemeni

Bunky osemeni jsou ve zralych semenech orchideji tvofeny pouze bunéénymi sténami
bez vnitiniho obsahu. Jeho ztrata je zfejmé jednim z poslednich krokl pii dozravani
semen (Ziegler, 1981). Bunécné stény byvaji sekundarné vyztuzeny.

Prvni soubornou praci zabyvajici se strukturou osemeni publikoval Beer (1863) a jeho
kresby jsou dodnes pietiskovany do nejrizné€jSich publikaci. V posledni dobé bylo
vénovano jisté Usili charakterizaci struktur osemeni spolu s vyuZzitim téchto poznatkt ke
klasifikaci orchideji (Chase et Hills, 1992; Chase et Pippen, 1988; Molvray et Kores,
1995; Ziegler, 1981; zajimavé shrnuti v praci Dresslera, 1993). Vyznam osemeni pro
semena spociva v jejich uchovavani a kli¢eni. Hlavni pfedpokladanou roli je ochrana
vlastniho embrya. Bariéra z vyztuzenych odumielych bunécnych stén by mohla byt
efektivni ochranou. Velké, vzduchem vyplnéné osemeni dale umoziiuje jemnym
semenum $ifeni vzduchem (Arditti et Ghani, 2000; Burgeff, 1936; Karasawa et Saito,
1982; Murren et Ellison, 1998) a vytvari vzduchovy polstai umoziujici semenu
transport vodou (Arditti et Ghani, 2000; Carey, 1998; Murren et Ellison, 1998). Spise
vyjime€na se jevi ochrana proti traveni pii endozoochorii (Nakamura et Hamada, 1978;
diskutovano v Arditti et Ghani, 2000).

Osementi je zpravidla obtizné prostupné pro vodu, a miize zamezenim jejiho pfistupu k
embryu branit pfed¢asnému kliceni semen v neptiznivych podminkach.

V ptfirozenych podminkdch by knaruSeni osemeni mohly vyznamné pfispivat
mykorhizni houby. Svymi enzymy by mohly rozklddat bunécné stény osemeni a po
navazani mykorhizy zarodek piimo zésobovat vodou (Baldz, 2001; Gryndler et al.,
2004). Je sice pravdépodobné, Ze se uvedeny mechanismus v nékterych piipadech
uplatiiyje, ale prokazat se jej dosud nepodafilo a u fady druhl ziejmé neni nezbytny.
Semena mnoha orchideji kli¢i v asymbiotickych kulturach in vitro snadno bez hub a
nekteré obtizné klicici druhy lze piimét ke kli¢eni pouhou stratifikaci semen. Sementim
vétSiny druhil orchideji je vSak tieba pro uspésné kli€eni narusit osemeni. Zda k nému
v pfirozenych podminkdch dochédzi vlivem mykorhizni houby, jinych organismi ¢i
abiotickych vlivll (zmény teploty, mrznuti vody, dlouhodobé smaceni) povétSinou neni
Znamo.

VétSina informaci o problematice naruSeni osemeni byla ziskdna asymbiotickymi
vysevy in vitro. Semena se pro tyto Ucely oSetfuji riznymi desinfekénimi roztoky.

Ty maji vydesinfikovat materidl pro zalozeni aseptickych kultur a narusit semena
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pro umoznéni nasledného kliceni. Naruseni semen se mtize odehravat na dvou trovnich:
umoznénim piistupu vody k vlastnimu zarodku naruSenim osemeni, a degradaci latek
inhibujicich kliceni (shrnuto naptf. v Rasmussen, 1995). NejspiSe se v rizné miie
uplatiiuji oba mechanismy.

Hypotézu degradace inhibi¢nich latek podporuje naptiklad zjiSténi vys$siho obsahu
kyseliny abscisové (ABA) v semenech obtizné kli¢iciho druhu Epipactis helleborine
nez snaze kli¢iciho Dactylorhiza maculata (Van der Kinderen, 1987). Pokud byla
semena Dactylorhiza maculata vystavena dvouhodinovému putisobeni chlornanu,
endogenni hladina ABA poklesla pod detekovatelnou uroven (Van Waes, 1984).
Aplikace ABA navic inhibovala kliceni téchto semen a mohla by tedy byt alespon
¢asten¢ odpovédna za jejich dormanci (Van Waes, 1984).

Hypotézu naruseni osemeni podporuje napiiklad minimdlni G¢inek peroxidu vodiku
a ethanolu na stimulaci kli¢eni v porovnani s chlornany. Plsobeni jiné silné baze
(NaOH) je vsak uc¢inné (Eiberg, 1970). Ziejmé tu tedy neni podstatny oxidativni u¢inek
chlornantl, ale zasadita reakce jejich roztoku (Rasmussen, 1995). Zajimavy je také vztah
doby oSetfeni chlornanem k mnozstvi vykli¢enych semen. Zatimco zprvu s prodluzujici
se dobou ptisobeni pocet kli¢icich semen stoupd, po dosazeni urcitého maxima zac¢ne
pomérné rychle klesat. Piedpoklada se, ze dochazi k postupnému pronikani roztoku
semenem a jeho nasledny pfimy kontakt s embryem je letalni (pf. Lindén, 1980; Van
Waes, 1984; Rasmussen, 1992). Steele (1996) vsak poukazuje na svétlani embryi
nékterych semen béhem desinfekce a domniva se, ze ke kontaktu roztoku s embryem
dochazi a skodlivy je az po delsi dobé. Piedpoklad naruseni osemeni dale podporuje
zjisténi, Ze semena nékterych orchideji, kterd po standardnim oSetfeni chlornanem
nekli¢i, kli¢ila po oSetfeni kyselinou sirovou (Malmgren, 1993). Urcitého zvyseni poctu
kli¢icich semen bylo také dosazeno jejich oSetienim enzymy degradujicimi bunécné
stény (Lindén, 1992). Pozitivni vliv mélo dale uplné odstranéni osemeni (Butcher et
Marlow, 1989), nebo jeho naruseni ultrazvukem (Miyoshi et Mii, 1987). Zda se tedy, Ze
propustnost osemeni ma na regulaci kliceni semen orchideji vyznamny vliv.

Na jiny mozny ucinek osemeni poukazuje pozorovani semen terestrickych orchideji
rodu Sobralia (Prutsch et al., 2000). V osemeni ma tento rod krom¢ b&éznych bunék také
¢ast tvofenou zvlastnimi tracheoidalnimi bunikami. Jejich bunééné stény reaguji
na vodu, coz vede ke zmén¢ tvaru celé této Casti osemeni. V suchu jsou tracheoidalni
bunky semknuty a cela oblast zkroucena, takze znemozinuje prunik vody dovniti semene

k vlastnimu zarodku. Po urcit¢ dobé maceni ve vode se tracheoiddlni bunky naptimi,
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prislusna ¢ast osemeni se narovnd a vznikne trubicka propoustéjici vodu k zarodku.
Vyznam tohoto mechanismu miiZe spocivat v omezeni ztrat vody ze zérodku v suchém
prostiedi a zabranéni kli¢eni semene vlivem slabého a kratkého navlhnuti (Prutsch
et al., 2000).

Podobné buriky byly pozorovany také u epifytické orchideje Chiloschista lunifera. Po
namoceni se rychle rozmotaji a zfejmé tim pftispivaji k lepSimu uchyceni semene na
ktru (Barthlott et Ziegler, 1980). Podle literarnich idaji u dalSich orchideji podobné
mechanismy nejsou znadmy a byvaji prezentovany jako zvlastnost. Podobné
organizované tracheoidalni buniky se mi vSak podafilo identifikovat téz v semenech
nekolika dalSich neptibuznych druht orchideji a nelze tak vyloucit obecnéjsi rozsiteni

tohoto mechanismu (Ponert, nepublikovano).
1.3.2.2. Embryo

V embryu zralych semen 1ze mnohdy odlisit riizné typy bunék, pfedevs§im epidermis (de
facto protoderm), a wvnitini bunky (de facto centralni meristém) (Burgeff, 1936;
Manning et Van Staden, 1987; Ramsbottom, 1929; Rasmussen, 1990). Embryo
v semeni tedy ma ustavenou polaritu. U nékterych druhli se bunky pdlu suspenzoru
mirné 1isi velikosti od bun¢k polu chalazy (Ramsbottom, 1929; Rasmussen, 1990).
U mnohych druhii l1ze navic pozorovat rozdily v ulozeni zasobnich latek a struktute
epidermélnich buné€k i wvnitinich bunc¢k protokormu (Harrison, 1977; Manning et
Van Staden, 1987; Rasmussen 1990).

Pti kli¢eni semen dochazi nejprve ke zvétSovani embrya. Nejprve jde pouze
o zvétSovani bunc¢k a teprve pozdéji nastava téz bunécné de€leni, jak ukazala
Rasmussenova (1990) na Dactylorhiza majalis. Vice informaci vSak chybi a nelze tedy
fici, zda je tomu tak i u ostatnich orchideji.

Posléze zvétsujici se embryo protrhne osemeni. V této fazi je bunééné déleni jiz zjevné
a u mnohych druhii zdhy pocina rostouci protokorm diferencovat zaklady organd.
Nejprve se vytvareji vlasky — struktury svou stavbou odpovidajici vlaskiim kofenovym,
rostouci pifimo z protokormu (utvaru vzniklého délenim zygoty bez jakékoliv vyrazné
diferenciace). Jakym ¢eskym terminem oznaCovat tyto struktury neni jasné, v anglicky
psané literatuie se bézné pouziva oznaceni ,,rhizoids“. Zde bude pouzito oznaceni
vlasky.

Dale se na protokormu diferencuje pol mensich, délicich se bun¢k, které¢ davaji vznik

meristému. Z n¢j nasledn¢ vyrista pryt, tvoti zpravidla nejprve nadzemni organy — listy,
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a druhotné na bazi téz adventivni kofeny a u hliznatych druht stolon s prvni hlizou.
Tento meristematicky pol se vzhledem k proximodistalni ose uréené v embryu v semeni
ziejm¢ zaklada distaln¢ vici polu suspenzoru, jak ukéazali Raghavan a Goh (1994)
u Spathoglottis plicata, ma orientaéni pozorovani Dactylorhiza majalis (Ponert,
nepublikovano) a rozsahlejsi pozorovani Burgeffa (1936). Pol suspenzoru ziejmé dava
vznik mykotrofnimu pletivu (viz kapitola 1.4.) a pdl chaldzy meristému (Burgeff 1936;
Rasmussen, 1990). Houba vristd do embrya smérované od pdlu suspenzoru
(Williamson et Hadley, 1970). Pozorovani je vSak malo a na velmi malém vzorku druht

a nelze je tedy zobecnit pro v§echny orchideje.

Uvedené schéma miize mit rizné odlisnosti. Tropické druhy podéeledi Epidendroideae
Casto tvoii jakési shluky protokormii a snadno tvoii na protokormech dalsi
,protokormy* — v literatufe oznacované jako ,,protocorm-like bodies*, PLBs. Stejné se
oznacuji totozné utvary vzniklé somatickou embryogenezi z nejriznéjSich rostlinnych
pletiv. Cesky nazev témto wtvarim dosud pfisouzen nebyl. V dalsim textu tedy budu
k jejich oznaceni pouzivat mezinarodni zkratku PLBs.

Jiné taxony, opét piedevsim podc¢eledi Epidendroideae, diferencuji adventivni kofeny
piimo z pletiva protokormu, ktery jiz dfive na jiném misté zalozil pryt (Burgeff, 1911).
Odlisny vyvoj organli z protokormu vykazuji také mnohé oddenkaté druhy. Oddenek
vytvareji bud’ pfimo volnym pokracovanim z nejprve se jen vyraznéji prodluzujiciho
protokormu, nebo jako utvar zjevné oddéleny od protokormu, zakladajici se podobné
jako hliza.

Jednou z prvnich histologickych zmén embrya, k nimZ pfi kliceni dochazi, je ptiprava
na mykorhizu. Vnitini bunky polu suspenzoru zvétSuji objem vakuol a prochazi
n¢kolika endoreduplika¢nimi cykly aniz by nastalo vlastni bunééné déleni (Alvarez,
1968; Nagl, 1972; Rasmussen, 1990; Williamson et Hadley, 1969). Podobné¢ zmény
jsou ziejmé obecnou vlastnosti pletiv urcenych pro naslednou kolonizaci mykorhizni
houbou (Rasmussen, 1995). Kinfekci kli¢icich semen mykorhizni houbou miize
dochazet difive nez dojde k jakémukoliv bunétnému déleni (Dactylorhiza majalis;
Rasmussen, 1990) a ptfiprava na mykorhizu je zfejmé¢ skutecné prvnim potfebnym
krokem pifi kliceni alespoit tohoto druhu. K endoreduplikaci dochdzi také
v epidermdlnich bunkach, které se stanou vlasky protokorma (Rasmussen, 1990).
Vlasky vSak mohou byt mistem pruniku mykorhizni houby do rostliny a je mozné, ze se

n¢jakym zpusobem aktivné ucastni jeji atrakce. K endoreduplikaci vnitinich buné¢k
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protokormti dochazi téz v absenci mykorhizni houby v asymbiotickych kulturach
invitro (Alvarez, 1968; Nagl, 1972), nicméné mize byt zpétné ovlivnéna skute¢nym
vznikem mykorhizy. Mira ploidie, které bunky kli¢icich protokormit Dactylorhiza
purpurella dosahly v symbiotickych kulturach, byla vy$§i, nez v kulturach
asymbiotickych. Zatimco nemykorhizni semenacky dosahovaly hodnot 16C ve vlaskach
a 64C v kortikalnich bunikach, mykorhizni az 32C ve vlaskach a 128C v kortikalnich
buiikach (Williamson et Hadley, 1969). Ve stejné studii vSak jiny druh, Dactylorhiza
majalis, dosahoval v symbiotickych kulturach pouze 64C. Konkrétni hodnoty jsou
zavislé na jednotlivych druzich a ani cely proces endoreduplikace nelze vzhledem

k malému zkoumanému vzorku zcela zobecnit.

1.3.3. Vyziva ranych fazi semenacku

Semenacky vétSiny orchideji jsou alespon ve svych ranych fazich zavislé na externim
zdroji energie. Na médiich bez ptfidanych cukrii nejsou schopny vyrlst v rostliny
s diferencovanymi organy a zlstavaji v ranych stadiich po vykli¢eni (Knudson, 1921;
Knudson, 1924; LaGarde, 1929; Leroux et al., 1995). I mladé semenacky tropickych
Epiedendroideae, které jsou od ranych fazi zelené, nejspiSe vyzaduji v nejranéjsSich
fazich svého vyvoje zasobovani zivinami, jak ukazali u Cattleya aurantiaca Harrison et
Arditti (1978). Na médiu bez pfidané sacharézy byly semenacky schopny rust pouze
v ptipadé, kdy byly pfedpéstovany na médiu se sachar6zou po dobu minimalné 21 — 30
dnii. Fotosyntetickd aktivita navic nesouvisela s obsahem chlorofylu, ktery byl
v protokormech ptitomen jiz vyrazné diive (Harrison et Arditti, 1978).

Neschopnost riistu protokormt riznych orchideji bez dodéani sacharidii i na svétle, kdy
tyto zelenaji, uvadi téZ Knudson (1924) a ptedpoklada, ze protokormy orchideji jsou
zavislé na dodavce externich sacharidli az do vytvofeni listu. Existuji vSak druhy,
schopné vyrust v dospélé rostliny pii klasickém vysevu semen na povrch stale vlhké
raseliny (Disa, sect. Disa; pt. Wodrich, 1997) nebo vysevniho substratu ¢i vaty (Bletilla
striata; Ponert, nepublikovano), kde zfejmé nedojde k navazani mykorhizy. V ramci
orchideji jsou spiSe vyjimkou.

Pokud u druhli zavislych na externim zdroji sacharidii tento neni dostupny, mohou
pfezivat i pomérné¢ dlouhou dobu bez ristu, jak ukéizala napiiklad pozorovani
semenacki Godyera pubescens. Semenacky, které nezapocaly rist, hynuly az 36 tydn

po vysevu (Rasmussen et Whigham, 1993).
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Pro pochopeni této problematiky se v nasledujicich kapitolach zaméiim na zasobni latky
v semenech, vyzivu semenackil pii kli€eni a nakonec vyuzitelnost riznych sacharidii
semenacky. Sacharidy jsou z latek dodavanych mykorhizou nejlépe prostudované a

zaslouZi si samostatné pojednani.

1.3.3.1. Zasoby v semenech

Hlavnimi zdsobnimi latkami v embryich semen jsou zifejmé proteiny a lipidy
(Rasmussen, 1990). U vétSiny druhti 1ze pozorovat proteinova téliska v butikach embryi.
Kromé téchto latek detekovatelnych snadno histologicky byly v semenech vybranych
jihoafrickych orchideji zjistény rozpustné sacharidy, predevSim sacharéza a mandza
(Manning et Van Staden, 1987). Naproti tomu naprostd vétSina orchideji nema
v semenech zasoby Skrobu (Carlson, 1940; Harrison, 1977; Harvais, 1974; Knudson,
1929; Manning et Van Staden, 1987; Nakamura, 1964; Rasmussen, 1990 a Richardson
et al., 1992). Spise vyjimecné se jevi taxony vytvarejici zasoby skrobu — Bletilla striata
(Shun-xing et Jin-tang, 1990) a Cymbidium ensifolium (Mei-Sheng et al., 1985).
Pro Calypso bulbosa je skrob spolu s lipidy dokonce hlavnimi zasobnimi latkami

v semenech (Yeung et Law, 1992).

1.3.3.2. Vvziva béhem kli¢eni

Pii kliceni zfejmé nastdva nejprve hydrolyza proteinovych télisek pozorovatelna jiz
béhem imbibice semen (Harrison, 1977; Manning et Van Staden, 1987; Rasmussen,
1990). U Dactylorhiza majalis je pozorovatelna jiz po deseti dnech kultivace. Po¢ina
v bunikach polu suspenzoru a nasledné pokracuje béhem jednoho az dvou dni k pdlu
chalazy (Rasmussen, 1990). Nésledné ptichdzi na fadu mobilizace lipidickych zasob.
Zatimco k hydrolyze proteinli je zfejmé potfebné pouze navlhceni semen (imbibice), ke
Stépeni lipidickych zdsob je tfeba vétsi aktivita bun€k a dochazi k ni az v souvislosti
s dal$imi fazemi kli¢eni (Manning et Van Staden, 1987). Na pocatku kli¢eni v semenech
nejsou zjevné glyoxysomy (Harrison, 1977; Manning et Van Staden, 1987). Objevuji se
az v zavislosti na dodavce externich zdroji energie, sacharidi. Pfidani sachar6zy miize
byt pro jejich vznik klicové, jak ukézali Manning et Van Staden (1987), kdy jimi
zkoumana semena tvofila glyoxysomy zhruba c¢tyfi dny po dodani sachardzy.
Bez piidani sachardzy k tvorbé glyoxysomti nedochézelo, lipidové kapénky pouze
koagulovaly. Pfidani sachar6ozy u jinych druhii nemusi byt zcela klicové, jak ukazal

Harrison (1977; Cattleya aurantiaca), kdy lipolyza probihala i bez sachardzy, pouze
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pomaleji oproti variant¢ se sachar6zou. Bez sachardézy dochéazelo ke spotiebé
lipidickych zasob béhem 65 dnti, se sachar6zou béhem pouhych 27 dnl. Také nebyly
pozorovatelné glyoxysomy, nicméné lipidicka téliska napadné obalovala mitochondrie,
coz muze naznacovat piimou respiraci produkti lipolyzy.

Plynulou spotiebu lipidickych zasob u nekli¢icich semen po imbibici pozoroval téz
Harvais (1974; Goodyera oblongifolia). Zde se ukazalo zasadni ukladani Skrobu béhem
probihajici lipolyzy — dochézelo k nému u kli¢icich semen, zatimco u nekli¢icich
se Skrobové zasoby netvorily. Ukladani Skrobu u kli¢icich protokormii orchideji by
mohlo souviset s pfedpokladanym navazanim mykorhizy a ptipadnym zasobenim cukry
v asymbiotickych kulturdch (Rasmussen, 1995). Tuto hypotézu mize podporovat
pozorovani Purves et Hadley (1976; Goodyera repens), kdy zjistili rozdil v akumulaci
Skrobu u symbiotickych a asymbiotickych semendckii. Asymbiotické semenacky
(na médiu se sachar6zou) Skrobu akumulovaly vice a také rychleji rostly.

Zajimavé zavéry uvadi Burgeff (1936). Uvadi, ze druhy zavislejSi na mykorhize
vyzaduji externi zdroj energie pro mobilizaci vlastnich zdsob, zatimco méné
specializované druhy mohou postupné vyuzivat své rezervy bez externi dodavky
sacharézy a produkovat i malé mnozstvi Skrobu. Jak dalece byl jim zkoumany vzorek
taxonil reprezentativni, zastava otdzkou, nicméné dosud nezndme pozorovani, jez by
s timto pfedpokladem bylo vyrazné v rozporu.

Informace o schopnostech semenéackil orchideji syntetizovat dal§i organické latky
prakticky chybi. Patrné cast jejich metabolickych drah neni funkéni. Naznacuji to
pozorovani mnoha autorii, kdy média obsahujici pouze mineralni soli spolu
s primarnimi produkty fotosyntézy nepostacuji ke zdarnému vyvoji semenacku.
Zpravidla je zfejmy pozadavek na dodavani aminokyselin (Harvais et Raitsakas, 1975).
Casto jsou vyzadovany rizné vitaminy a u nékterych druht téZ nedefinované slozky
médii (shrnuto napf. v Rasmussen, 1995). Co vSe musi byt jednotlivym druhiim
dodavéno zpravidla neni zndmo. Na uvahy o funkcich jednotlivych metabolickych drah
semendcku tedy jesté musime pockat.

Lze uzavtit, ze alespon ¢asné vyvojové faze semenackil vétSiny orchideji jsou zavislé na
externich zdrojich energie, v pfirodnich podminkach nejspise mykorhize. Potvrzuje to
téz skutecnost, ze nebyly pozorovany nemykorhizni semendcky v piisluSnych fazich

jinde nez mimo asymbiotické laboratorni kultury (Rasmussen, 1995).

14



Literarni avod

1.3.3.3. Vyziva semenacku sacharidy

Bylo zminéno, Ze semendcky orchideji nejsou schopny vyrtst bez dodavky externich
sacharidli. Nyni se zam¢éfim na znamé informace o vyuzitelnosti jednotlivych sacharida
orchidejemi.

Obecné¢ se uvadi, ze orchideje jsou schopny vyuzivat glukézu, fruktéozu a jejich
oligosacharidy (maltéozu a sachar6ézu) (Ernst et al., 1971; Knudson, 1924; LaGarde,
1929). Orchideje by dle Knudsona (1924) nemély byt schopné vyuzivat laktozu,
disacharid galaktozy a laktézy. Galaktéza samotnd nejenze neni vyuzivana, ale muze
byt dokonce toxicka (Ernst, 1967; Ernst, 1971; Quednow, 1930; Wynd, 1933; tropické
epifytické Epidendroideae).

Manitol, sacharid rostlinami obecné nevyuzitelny, vétSina orchideji také nevyuziva a
muze vykazovat i mirné toxicky uc¢inek (Purves et Hadley, 1976; Rasmussen, 1995;
Smith, 1973; Van Waes, 1984).

Existuji zajimavé vyjimky, jak ukazal Nakamura (1982) u Galeola septentrionalis,
nezelené orchideje zavislé cely Zivot na heterotrofni vyzivé mykorhizou, jejiz
semenacky manitol vyuzivat umi. Transportéry polyolid schopné manitol transportovat
orchideje neschopné jeho utilizace mit mohou. Ukazuje to pozorovani, kdy listové fizky
Bletilla hyacinthina (patrné dne$ni B. striata — viz. pt. Wu et al., 2009) aktivné
pfijimaly manitol a navic ho akumulovaly ve vysSich koncentracich nez v okolnim
roztoku (Smith et Smith, 1973). Obecné neni znamo, Ze by orchideje za fyziologickych
podminek manitol obsahovaly. Lze pouze poukdzat na vyskyt manitolu v riznych
parazitickych a symbiotickych asociacich (Lewis et Smith, 1967; Smith et al., 1969).
Zajimava je schopnost orchideji vyuZivat ke svému ristu trehalozu, jak ukazal Smith
(1973) u semenacka Bletilla hyacinthina (patrné dnes$ni B. striata) a Dactylorhiza
purpurella; Ernst et al. (1971) u semenackt hybridnich Phalaenopsis, Purves et Hadley
(1976) u semenacku Goodyera repens, Jheng et al. (2006) u kalusi Oncidium a Liu
etal. (2006) u PLBs Phalaenopsis a Doritaenopsis. V organogennich experimentech
se trehaloza ukdzala dokonce vhodnéjsi nez sachardza (Jheng et al., 2006; Liu et al.,
2006). Vysledky jsou podpofeny také experimentem s listovymi fizky Bletilla
hyacinthina (patrné¢ dne$ni B. striata), kdy tyto metabolizovaly pouze glukozu
1 trehaldzu, ale nikoliv mannitol (Smith et Smith, 1973). Na vyznam trehaldézy pro
vyzivu orchideji poukazuji také vysledky Watkinsona a Welbauma (2003)

u Cypripedium parviflorum var. pubescens. Jeden ze dvou gent, jehoZ exprese byla
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vyrazné ovlivnéna vznikem mykorhizy kodoval trehal6za-6-fosfat syntazu. Jeho exprese

(RT-PCR) byla vyrazné sniZzena mykorhizni houbou i trehalézou.

Detailni studie byly u¢inény u hybrid rodu Phalaenopsis. Ve studii Ernsta et al. (1971)
byly na experimentdlni varianty médii piesazovany jiz vytvofené protokormy.
Z testovanych monosacharidi dokézaly vyuzivat glukézu i fruktdzu, zatimco galaktdza
byla zcela toxickd. Z disacharidii GspéSné rostly na sachardze, maltéze, celobidze,
trehaloze, ¢aste¢né vyuzivaly i melibidzu a s velkymi obtizemi laktézu. Pomaleji rostly
na oligosacharidech rafindze, melezitoze a stachyoze.

Zda se, ze oligosacharidy tvofené pouze glukézovymi a fruktézovymi zbytky jsou
témito orchidejemi dobfe vyuzitelné, zatimco disacharidy obsahujici galaktézu nejsou
optimalni. Na melibioze i laktéze znacnéa ¢ast protokormu viibec nediferencovala dalsi
organy a na laktéze dokonce vykazovaly zvySenou mortalitu (15 %). Problémy
s diferenciaci pak vykazovaly téz protokormy na rafinéze a stachydze. Byla zjevna
negativni zavislost mezi podilem galaktézy a hmotnosti semendcka (rastu) ¢i jejich
schopnosti diferenciace. Dle obsahtl sacharidi v médiich autofi vyvozuji, ze sacharidy
jsou stépeny extracelularni invertdzou (¢i sachar6zasyntazou a pripadné dalSimi systémy
Stépicimi vazbu a-D-glukopyranosyl-(1—2)-B-D-fruktofuranosid). Tato vazba byla
ziejme& Stépena 1 u melezitézy, protoze médium obsahovalo turandézu a glukédzu.
V médiu s pfidanou sacharézou byla detekovatelnd glukéza i1 fruktéza v poméru
1,0:0,83. Nejspise je po Stépeni invertdzou prednostné piijiméana fruktoza. Také v této
studii rostly protokormy lépe na médiu s fruktézou nez na médiu s glukézou. Lepsi rast
nékterych orchideji na fruktoze oproti glukoze byl u tropickych Epidendroideae ostatné
ukézan jiz v diivéjsich pracich (Arditti, 1967; Burgeft, 1936; Ernst, 1967).

Zajimava je dale analyza média s trehal6zou. V pfitomnosti semenackli obsahovalo
navic malé¢ mnozstvi glukézy a semenacky by tedy mohly byt schopné trehal6zu
extracelularng $tépit. Detekované mnozstvi bylo vSak dosti malé (vzhledem k hodnotdm
na médiu se sachar6zou), zatimco vyvoj semenackll byl dobry. Autofi spekuluji, ze
detekované mnozstvi glukdézy nestaéi pro rist semenackti a tyty tedy nejspise
piednostné pfijimaji pfimo trehaldézu (Ernst et al., 1971). V pfirozenych podminkach
budou zavislé na pfijmu sacharidd mykorhizou, protoZze uvedené¢ metabolizovatelné
sacharidy se v pfirozenych podminkach okolo semenackli orchideji nevyskytuji a
semendcky nejsou schopny vyuzivat extracelularné polysacharidy jako Skrob a celulézu.

Zkoumané semenacky Phalaenopsis nebyly schopné §tépit v médiu odpovidajici vazby
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disacharidi maltézy (1—4-a-D-glukosidicka vazba jako v amyldze) a celobidzy

(1—4-B-D-glukosidicka vazba jako v celuldze; Ernst et al., 1971).

Kromé rozpustnych sacharidii, jez mohou byt pifendSeny z mykorhiznich hub,
by orchideje mohly vyuzivat také produkty traveni houbovych hyf pifi degeneraci
pelotont (viz. kapitola 2.4.1.1.). Degenerace houbovych hyf je standardni zdvére¢nou
fazi orchideoidni endomykorhizy ve stravovacich buiikach, kde posléze zbude jen maly
kompartment obsahujici zfejm¢ nestravitelné zbytky hub. Orchideje by tedy mohly byt
schopné hydrolyzy bunéénych stén hub a vyuziti vzniklych produktt. V ptipadé
basidiomycet lze predpokladat vznik predevSim tii produkti: mandzy, glukozy a
N-acetylglukosaminu (Rasmussen, 1995). Mano6zu i glukézu orchideje ziejmé vyuzivat
mohou (Phalaenopsis hybr.; Ernst et al., 1970 a Cymbidium sp.; Fonnesbech, 1972b),

zatimco N-acetylglukosamin ne (Harvais et Raitsakas, 1975).

1.4. Mykorhiza

Mykorhiza je patrné nejrozsifenéjSim typem symbidzy vysSich rostlin a jinych
organismi. Casta je téz symbidza mezi kofeny rostlin a bakteriemi, dle sou¢asnych
znalosti je v§ak mykorhiza Castéj$i. Mykorhizy se G¢astni asi 90 % druht vyssich rostlin
(Selosse et Le Tacon, 1998). Relativné podobné jsou asociace fas s houbami — formou
liSejniki a méné znamou mykofykobidézou. Mykofykobidzy jsou specifické souziti
nekterych makroskopickych ftas prilivovych zon shoubami tiidy Ascomycetes.
Vyskytuje se u ruznych taxont téchto fas a vznika nejspiSe opakované jako
ptizptsobeni k osychdni v pfilivovych zonach (pi. Garbay et London, 1995; Garbay et
MacDonald, 1995; Selosse et Le Tacon, 1998). Tento piiklad byva diskutovan
v souvislosti s moznym vyznamem symbidzy mezi rostlinami a houbami pro prvotni
kolonizaci souse Zivymi organismy. Je mozné, ze kolonizace souse byla umoznéna az
mykorhiznim rostlindm, které sekundarné tuto schopnost souziti s houbami ztratily
(Gryndler, 1992; Simon et al., 1993).

V ramci skupiny recentnich vys$ich rostlin rozeznavame nékolik typd mykorhiz. Lze je
rozdélit na ektomykorhizy, kde je vyskyt houbovych hyf omezen na intercelularni
prostory rostlinnych pletiv; a endomykorhizy, kde hyfy pronikaji pfimo do vnitiniho
prostoru rostlinnych bunék. Endomykorhizy se dle své struktury ¢leni na tii zékladni

typy: arbuskuladrni mykorhizni symbidzu, erikoidni mykorhizni symbi6zu a orchideoidni
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mykorhizni symbiézu. Clenéni na endomykorhizni a ektomykorhizni typy je umélé a
houbové hyfy v nékterych ptipadech pronikaji pouze do bunék kotfenové pokozky
¢i kiry.

Rozeznavame tedy dalsi tfi dal§i typy mykorhiz, jez v ramci tohoto Clenéni stoji
na pomezi: arbutoidni mykorhizni symbidézu, monotropoidni mykorhizni symbidzu a
obecné pojatou ektendomykorhizni symbidézu. Nekterymi autory jsou vsak i tyto typy
hodnoceny jako endomykorhizy (Gryndler et al., 2004).

Orchideje vytvareji jako jediné zndmé rostliny orchideoidni mykorhizni symbidzu.
V ramci ostatnich typli mykorhiz mé tato zvlastni postaveni, zptisobené vyraznou
zavislosti zicastnénych rostlin na houbach. Rana vyvojova stadia takika vSech orchideji
jsou na této mykorhize zcela zavisla a n¢které orchideje zlstdvaji obligatné mykotrofni
po cely svij zivot (asi 160 druhii; Leake, 1994). Zajimavym extrémem je australska
Rhizanthella gardneri prodélavajici cely sviij Zivotni cyklus pod zemi (Bougoure et al.,
2008). Takto silnou zavislost vysSich rostlin na houbach znadme dale v nékolika
ptipadech u ¢eledi dvoudéloznych rostlin Burmanniaceae, Corsiaceae, Ericaceae
(Monotropoideae, Pyroloideae), Gentianaceae, Polygalaceae a tadi jednod€loznych
Orchidales a Triuridales (Leake, 1994). Z uvedenych piipadd je 1épe prozkoumana
pouze monotropoidni mykorhiza specifickd pro rostliny podc¢eledi Monotropoideae
(v dne$nim pojeti v ramci ¢eledi Ericaceae) ¢asto specificky vazané na konkrétni druhy
hub (Bidartondo et Bruns, 2001; Bidartondo et Bruns 2002; Bidartondo et Bruns, 2005).
Orchideje v soucasnosti dosdhly mnohem vétsiho rozsifeni nez tyto rostliny. Zatimco
vSichni znami zastupci podceledi Monotropoideae jsou rostliny terestrické, vazané na
lesni ekosystémy, orchideje mohou byt kromé terestritl také epifyty ¢i litofyty a rostou
na nejrizngjSich stanovistich. Také spektrum vyuZzivanych hub se zda byt vétsi a
specifita mnohych druhti orchideji vyrazné mensi. Orchideoidni mykorhiza skyta Sirsi
spektrum raznych situaci, jezZ mohou usnadnit pochopeni vztahi mezi houbou a
rostlinou.

Studium orchideoidni mykorhizy muze byt zajimavé i1 zdal§itho hlediska. Mira
zavislosti orchideji na mykorhize je rtiznd. U vétSiny druhti se méni béhem ontogeneze
— Casto z obligatni mykotrofie ranych stadii po jen Castecnou (a nikoli nezbytnou)
mykotrofii dospélych rostlin. Navic se li§i mira zavislosti na mykorhize i u ptibuznych
druhd. Napiiklad obligatné mykotrofni rod Neottia (hlistnik) se ukazal byt spolecny
rodu Listera (bradacek), jehoz nékteti zastupci jsou v dospélosti minimalné (a mozna

1 vibec — pi. Prochazka et Velisek, 1983; diskutovano v Gryndler et al., 2004, str. 82)
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zavisli na mykorhize (viz Delforge, 2006). Pozorovani takovychto ptipadi skyta
ujinych rostlin nevidanou moznost srovndni ruznych strategii dle rizné miry
mykorhizni symbidzy.

Pro ucely této prace se spokojim stimto struénym uvodem do svéta mykorhiznich
symbidz. Zajemce o lepsi orientaci v problematice bych odkazal na bohatou literaturu,

napfiiklad zdatilou publikaci Gryndlera et al. (2004).

1.4.1. Orchideoidni mykorhiza

Orchideoidni mykorhiza je specificka pro jedinou celed’ rostlin a mize se tedy vici
jinym typlim mykorhiznich asociaci jevit jako okrajova. Pokud vSak vezmeme v potaz
mnozstvi druhl, zjistime, Ze je tento typ vlastni desetiné vysSich rostlin svéta
(Rasmussen et Rasmussen, 2009). Uvazime-li navic rozsifeni orchideji, staneme pied
typem mykorhizy rozsitenym takika po celém povrchu souse, kde je mozny riist vyssich
rostlin.

Presto zustava tfada otazek orchideoidni mykorhizni symbioézy dodnes nezodpovézena.
Neni jasné, zda se v pfirozenych podminkach mohou vyskytovat orchideje bez
mykorhizy. Casto byva uvadéna schopnost nékterych druhti riist vumélé kultuie
v dospélosti bez mykorhizy a vyjimecné bez ni dokonce i1 vyrlist ze semen. Alespoil
druhd moZnost se vSak jevi coby okrajova. Otazka mykotrofie dospélych rostlin v§ak
zUstava.

Z kultivaci dospélych rostlin je evidentni, Zze mnohé orchideje mohou riist na
minerdlnich substratech zcela bez mykorhizni houby, €asto i oSetfované nejriznéjSimi
systétmovymi fungicidy. Dobfe zndmd je tato praxe u mnoha tropickych epifyti a
v posledni dob¢ také u fady geofytnich terestrith mirnych pasa. Zda jsou vsak v téchto
podminkdach rostliny skute¢n¢ bez mykorhiz neni potvrzeno. Naopak pozorovani mnoha
orchideji v kultufe i1 pfirodé¢ ukazuji na ptitomnost mykorhiznich hub v kofenech
(pt. Balaz, 2001, Bermudes et Benzing, 1989; Hadley et Williamson, 1972; Pereira
et al., 2003; Rasmussen et Whigham, 2002; Wahrlich 1886). Aplikace fungicidii byla
vyuzita téz scilem ptipravy nemykorhiznich rostlin pro experimentalni ucely
(Alexander et al., 1984; Alexander et Hadley, 1984; Alexander et Hadley, 1985).
Aplikace thiabendazolu sice houbu Rhizoctonia goodyerae-repentis u orchideje
Goodyera repens vyrazné omezila, ale nevedla kjeji Uplné eliminaci. Podobné
v rozsahlych experimentech laboratofe Dr. Milana Baldze s aplikaci riiznych fungicidi

na terestrické orchideje se ukazalo prakticky nemozné ziskat z dospélych mykorhiznich
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orchideji zcela nemykorhizni rostliny, ale jen rostliny s potlacenou mykorhizou,
tzv. semimykorhizni (Balaz, pers. com.; Trojanova, 2008). Uplné eliminace
mykorhiznich hub se aplikaci fungicidli zfejm¢ nepodatilo dosahnout ani u malo
mykorhizni lithofytické orchideje Lepanthes rupestris (Bayman et al., 2002).

MozZnost existence orchideji bez mykorhiz v pfirozenych podminkach tak nadale

zUstava zahalena tajemstvim.

1.4.1.1. Morfologie orchideoidni mykorhizni symbiozy

Byly popsany dva odlisné typy orchideoidni mykorhizni symbidézy — tolypofagni a
ptyofagni. Naprostd vétSina zkoumanych orchideji vytvaii tolypofagni formu a jen mala
cast ptyofagni.

Ptyofagni forma byla odliSena na zakladé¢ pozorovani mykorhiz rodu Gastrodia
(Burgeff, 1932; Burgeff, 1936; Kusano, 1911). V blizkosti kofene vznikaji svazky
houbovych hyf, tzv. rhizomorfy, znichz poté¢ jednotlivé hyfy pronikaji do bunék
primarni ktry, kde jsou traveny. Povrchovymi vrstvami bunék zpravidla pouze
prorUstaji a traveny jsou az v hloubé&ji ulozenych parenchymatickych buiikach. Hyfa tu
svym ristem vchlipuje plazmatickou membranu. Rostlinnd membrana se v tomto
pfipadé nazyva perifungalni, a prostor mezi ni a hyfou prostorem mezilehlym.
Nasleduje zjevna exocytdza rostlinnych vackti do mezilehlého prostoru. Po natrdveni
hyfy se z perifungalni membrany odskrcuji méchyiky putujici do nitra rostlinné buiiky.
Nestravené zbytky hyf v bunkach zistavaji v podobé shlukli vacka (Burgeff , 1932;
Burgeft 1936; Wang et al., 1997).

Tolypofagni forma je klasickou formou orchideoidni mykorhizy rozsifenou u naprosté
vétSiny orchideji. Hyfy vrlstaji do kotfene skrze pokozkové builkky nebo vlasky
(Peterson et Farquahar, 1994). Jejich traveni opét nastavd v parenchymatickych
bunkach primarni kliry. Nejblize povrchu 1ze mnohdy odlisit vrstvy prichozich bunék,
kterymi houbové hyfy pouze prorastaji. Hloubé&ji se nachazi bunky hostitelské, v nichz
hyfy vytvéteji specifické smotky, a bunky stravovaci, v nichz dochazi k vlastnimu
traveni hyf. Nejnize lezi buiiky zasobni, do nichz jiz houba neprortsta. Obsahuji
Skrobova zrna a nejspiSe jsou zodpovédné za metabolismus latek ziskanych
mykorhizou. Dle dosavadnich pozorovani houba nikdy neproriista do endodermis
(viz. Gryndler et al., 2004).

Ve stravovacich buikach vytvéfeji houbové hyfy smotky zvané téz klubicka

¢i pelotony. Jednd se o nahloucené houbové hyfy obalené perifungalni membréanou.

20



Literarni avod

Nejprve se v buiice houbové hyfy pocinaji vétvit a vytvaret klubicka. Po maximalnim
rozvoji tato klubicka pocinaji degenerovat. Hyfy se zplost'uji, shlukuji a nésledné cely
smotek ztraci strukturu. Ve stravovacich buiikach po ném zbude jen maly shluk hmoty
obaleny rostlinnou membranou. Pfedpokladd se, ze obsahuje nestravitelné zbytky
houbovych bunécnych stén. I v této forme orchideoidni mykorhizy se ziejmé uplatnuje
transport vacky (Barroso et Pais, 1987). K diferenciaci rostlinného pletiva na periferni
hostitelské buiiky, kde nedochazi k vlastnimu stravovani hyf, a centrdlnéji umisténou
vrstvu stravovacich bunék, kde probihd vlastni degenerace houbovych hyf, dochézi jiz
u protokormil (Burgeff, 1936; Hadley, 1975).

Prorastani hyf byva oznacovano za symplastické (ptf. Gryndler et al., 2004), nicméné
1 zde jsou tyto ohraniceny perifungélni membranou piivodem v membrané plazmatické
(Hadley et al., 1971; Nieuwdorp 1972; Peterson et al., 1998).

Domnivam se, ze v kontextu soucasného pojeti apoplastu a symplastu neni tato
klasifikace vychazejici z jednoduchych mikroskopickych pozorovani spravna a jedna se
o prostor svoji povahou apoplasticky. Diskutabilni je také uvazované proristani hyf
plazmodezmy zaloZzené na mikroskopickych pozorovanich ukazujicich zaskrceni
houbové hyfy v misté priichodu rostlinnou sténou (viz Gryndler et al., 2004).

V dal$im textu se bude pod pojmem orchideoidni mykorhizni symbidza mluvit
o tolypofagni mykorhizni symbidze, nebot’ orchideje vytvarejici ptyofagni formu jsou

z dnesniho pohledu spise vyjimkou a nejsou predmétem této prace.

1.4.1.2. Regulace vyvoje orchideoidnich mykorhiz

Dodnes byva uvadéna moznost, ze degenerace pelotonii neni zpiisobena aktivitou
rostlinnych bunék, nybrz je pouhym disledkem autolyzy hyf samotnych. Tuto moZnost
sice zcela vyloucit nelze, nicméné jiz star$i experimenty s extrakty zrtznych casti
orchideji (predevsim hliz, jez byvaji prosty hub) ukazuji, Ze orchideje maji latky u¢inné
houby omezujici. Extrakty ptfidané ke kulturdm orchideoidnich mykorhiznich hub
inhibovaly jejich rlst a vedly az ke scvrkdvani a ziejmé& plazmolyze jejich obsahu
(Bernard, 1911; Burges, 1939; Magrou, 1924). Rada fungicidnich latek byla z riiznych
orchideji také izolovana. K nejzndméjsim patii hydroxyderivaty
9,10-dihydrofenanthrenu nazvané hircinol a orchinol izolované ze dvou roda
(Himantoglossum, Orchis) orchideji pod¢eledi Orchidoideae (Gdumann et al., 1960;

Gaumann et Kern, 1959; Fish et al., 1973; Fritzemeier et Kindl, 1983). Po vystaveni
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prislusnych orchideji houbam produkce téchto latek vyrazné stoupa (Gehlert et Kindl,
1991; Reinecke et Kindl, 1994).

Druhou vyznamnou skupinou fungicidnich latek orchideji jsou manosa-vazici proteiny
(lektiny) izolované nejvice z nezelené orchideje Gastrodia elata (Hu et al., 1988; Wang
et al., 2001; Xu et al., 1998) ale také nékterych dalsich druhti pod¢eledi Epidendroideae
tvoricich klasické tolypofagni mykorhizy (Sudmoon et al., 2008; Van Damme et al.,
1994). Jejich exprese je také ovlivnéna ptitomnosti hub (Sa et al., 2003) a nejspisSe se
skutecné uplatituji v omezovani houbové infekce rostlinou (Hu et Huang, 1994).
Exprese gend téchto proteinii v jinych rostlinach vyrazné zvySuje jejich odolnost
k mnoha 1 zcela nepfibuznym patogentim, jak ukézaly studie transgenniho tabaku
Nicotiana tabacum (Cox et al., 2006) a Svestky Prunus domestica (Nagel et al., 2008).

S vyskytem fungicidnich latek by mohlo souviset vyuziti zminénych orchideji v tradi¢ni
mediciné. Hlizy rodid Orchis i Himantoglossum byly (a v nékterych castech svéta
dodnes jsou - Sezik, 2005) sbirany piedevsim jako surovina pro tvorbu salepu (Birger,
1907; Horakova, 1950). Gastrodia elata je pak pod jménem Tian Ma hojné vyuzivana
v tradi¢ni ¢inské medicin€ (pf.: Xu et al., 1998). Vyskyt fungicidnich latek v orchidejich
by mohl ¢astecné vysvétlit ucinky jim pfisuzované.

Na schopnost orchideji ¢inn€ kontrolovat rozvoj hub ve svych pletivech poukazuje
také fakt, ze n€které houby tvofici klasické orchideoidni mykorhizy jsou pro ostatni
rostliny patogenni (Downie, 1957; Hadley, 1963; Harvais et Hadley, 1967; Williamson
et Hadley, 1970).

Na druhou stranu ziejmé degenerace peloton neni jedinou fazi jejich vyvoje, kdy
dochdzi k pfenosu latek z houby do orchideje. Studie mykorhizni kolonizace pfi kli¢eni
Dactylorhiza purpurella ukazala, ze ke stimulaci rustu protokorm mykorhizni houbou
doslo jesté pred degeneraci prvnich pelotont (Hadley et Williamson, 1971). Vzhledem
k malému mnozstvi zasob v semenech se piedpoklada, ze k prenosu latek dochazi jiz
ve fazi aktivné rostoucich pelotont. Degenerace pelotonii by nemusela byt projevem

vlastniho traveni hub, ale nutnou obranou proti agresivnim mykorhiznim houbam.

1.4.1.3. Tok latek v orchideoidni mykorhizni symbi6ze

O ptenosu latek v orchideoidni mykorhizni symbidze mame stile netiplné informace.
Predpokladd se, Ze tok latek mezi houbou a rostlinou mize byt vrizné mife
oboustranny. Od extrému, kdy orchidej parazituje na houbé az po opacnou situaci

houby parazitujici na orchideji (pf. Gryndler et al., 2004). Pro ryzi parazitismus
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mykorhiznich hub na orchidejich prostfednictvim funk¢nich orchideoidnich mykorhiz
chybi dikazy. Nepovazujeme-li za néj ptipady, kdy se riist mykorhizni houby vymkne
kontrole a orchidej zahubi, 1ze ho nejvyse predpokladat.

Zatimco orchideoidni mykorhizni houby mohou zdarné€ rust i bez orchideji, orchideje
jsou alesponl ve svych ranych stadiich na houbach zavislé. Stézejni se tedy zda tok latek
z houby do orchideje.

Prvni otdzkou je ziskavani potfebnych latek houbou. Mykorhizni houby jednak
produkuji lytické enzymy s jejichz pomoci mohou rozkladat rizné organické latky
v pudé¢ a pfijimat je ve form¢ rozpustnych latek (Hadley, 1969; Hadley et Perombelon,
1963; Marchisio et al., 1985; Midgley et al., 2006; Smith 1966). Z ptidniho roztoku dale
pfijimaji mineralni latky. Je také moZné, Ze rozkladem organickych latek mohou
ziskdvat vodu ze suchého substratu. Houby mohou vytvaret asociace s dalSimi
organismy a cast latek ziskavat od nich. Znamé je napojeni nékterych orchideoidnich
mykorhiznich hub na okolni dieviny formou ektomykorhiz (Girlanda et al., 2006;
McKendrick et al., 2000a; Ogura-Tsujita et Yukawa, 2008; Selosse et al., 2002; Taylor
et Bruns, 1997; Taylor et Bruns, 1999; Warcup, 1985; Warcup, 1988; Zelmer et Currah,
1995). Moznym se jevi pienos latek z asimilujicich dfevin do orchideji prostfednictvim
hub (tzn. epiparazitismus orchideji). Tento tok uhlikatych latek byl skute¢né prokazan
u Corallorhiza trifida (McKendrick et al., 2000b) a je obecné pfisuzovan fadé
nezelenych orchideji. U lesnich terestrickych orchideji se zfejmé jednd o obecnéji
roz$iteny fenomén, jak naznacuje pozorovani Bidartonda et al. (2004), ukazujici tento
pirenos latek 1 u vybranych lesnich fotosyntetizujicich druhti orchideji zroda
Cephalanthera a Epipactis. Podobnou zavislost ukazuje studie australské orchideje
Microtis rara. Jeji nezelené semenacky se vyvijely v ptitomnosti ptislusné mykorhizni
houby a dieviny Melaleuca uncinata, zatimco pouze s houbou bez této dieviny uhynuly
(Warcup, 1988). Nicméné nékteré nezelené orchideje mohou ziejmé parazitovat pouze
na saprotrofnich houbach netvoficich ektomykorhizy, jak bylo ukazano u Gastrodia

confusa (Ogura-Tsujita et al., 2009).

Na zéklad¢ pievazné starSich praci (Burgeff, 1932; Montfort et Kiisters, 1940)
se predpoklada, Ze bezlisté terestrické orchideje nefotosyntetizuji, coz alespont pro
nékteré ziejmée skutecné plati (Hudék et al., 1997). Nemusi to platit vzdy, jak ukazala
studie koralice Corallorhiza trifida. Tato mirn¢ nazelenala orchidej se zakrnélymi

Supinovitymi listy vytvarejici nadzemni Casti pouze v dobé kvétu (po piedchozich
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nckolika letech obligatni mykotrofie pod povrchem ptidy; Prochazka et Velisek, 1983)
ve svych nadzemnich castech obsahuje mensi mnozstvi chlorofylu a skute¢né
fotosyntetizuje (Cameron et al., 2009; Zimmer et al., 2008). Prvni odhad, ze ziskava
mykorhizou pouze 77£10% uhliku (Zimmer et al., 2008) je zjevné¢ nadhodnoceny.
Autofi vychazeji ze zastoupeni stabilnich izotopti uhliku "*C a dusiku "N v pletivech
koralice avSak neuvazuji mozné obohaceni téchto latek asimildty transportovanymi
pfimo z ektomykorhiznich dfevin. Na nizs$i miru fotosyntézy tohoto druhu poukazuje
novéjsi studie zohlediujici vice sledovanych parametri (Cameron et al., 2009).

Slaba mira fotosyntézy byla diive objevena i u jiné bezlisté orchideje vytvarejici nad
zemi pouze kvétni stvoly (a obCas v neptiznivych podminkéach kvetouci dokonce pod
zemi) hnédence Limodorum abortivum. Ani zde vSak zdaleka nedostacuje k pokryti

respirace dospélych rostlin (Girlanda et al., 2006).

1.4.1.4. Latky prenasené v orchideoidni mykorhizni symbioze

Prvni nahlédnuti do této problematiky skytaji prace zabyvajici se studiem latek
v mezilehlém prostoru. U pelotonli na pocatku degenerace byly detekovany latky
pravdépodobné rostlinného piivodu — pektiny, celuléza a B-1,3-glukany (Nieuwdorp,
1972; Peterson et al., 1996; Peterson et al., 1998). Zajimavé je, ze v aktivné rostoucich
pelotonech tyto latky nebyly detekovany vibec (Peterson et al., 1996) ¢i jen ve velmi
malych mnozstvich (Nieuwdorp, 1972). V rostoucich pelotonech jsou tyto latky
bezprostiedné vyuzivany houbou, ¢emuz je v degenerujicim pelotonu branéno. Pro
prenos latek ve sméru z orchideje do houby dalsi dikkazy nemame a ziistava tedy nadale
diskutabilni. Naproti tomu existuje fada praci popisujicich pfenos latek v opacném
sméru z houby do orchideje. Jedna se prfedevsim o uhlikaté latky (Alexander et Hadley,
1985; Cameron et al., 2009; Hadley, 1984; McKendrick et al., 2000b; Smith, 1966;
Smith, 1967), fosfatové ionty (Alexander et al., 1984; Alexander et Hadley, 1984;
Smith, 1966), dusik (Alexander et Hadley, 1984) a vodu (Yoder et al., 2000). Nejspise
bude pienédsena fada dalSich latek, kterym dosud nebyla vénovana patfi¢na pozornost.

Nasledujici kapitoly se hloubéji zaméfi na pifenos sacharidi v orchideoidnich
mykorhiznich symbiozach a mozny vyznam fytohormonti v signalizaci mezi houbou a
rostlinou v mykorhizach. Jsou to krom¢ vysSe zminénych Zivin hlavni sledované latky

v orchideoidnich mykorhizach a tvofi také hlavni napln této prace.
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1.4.1.5. Prenosy sacharidu v orchideoidnich mykorhiznich symbiozach

Soudobé znalosti o pfenosu sacharidi v orchideoidni mykorhizni symbidze vychézeji
takika vyhradn¢ zpraci Smithe (1966; 1967) na Dactylorchis purpurella (dnesni
Dactylorhiza purpurella; viz Kreutz, 2004).

V neinfikovanych ¢astech rostlin byly z endogennich rozpustnych sacharidi pfitomné
fruktoza, glukéza a sachardza (Smith, 1967). Mycelium izolovanych mykorhiznich hub
obsahovalo glukoézu, trehalézu a ve dvou piipadech ze tii také manitol (Smith, 1966).
Po pifidani aktivniho izotopu uhliku '*C ve formé znaGené glukézy k myceliu byly
analyzovany vzorky mykorhiznich pletiv orchideje (tedy vlastné smés pletiv orchideje a
houby).

Houba inkorporovala '“C z piijimané glukézy do trehalozy. Ta pak byla v mykorhiznich
¢astech orchideji prvnim znacenym sacharidem, a teprve posléze doslo k vyraznému
nariistu znac¢ené sachardzy. Pravdépodobné tedy v mykorhize dochazi k prebudovani
houbové trehaldézy na rostlinnou sacharézu. Neni ziejmé, jaky sacharid je pfijiman
rostlinnymi bunikami, zda trehaldza, nebo po jejim extracelularnim Sté€peni trehaldazou
glukéza. Vysledky ukazuji na vyznam trehaldozy jako zdroje uhlikatych latek
v orchideoidni mykorhizni symbi6ze (Smith, 1967).

1.4.1.6. Role fytohormonu v mykorhiznich symbiézach

O vyznamu fytohormonii v mykorhizach existuji Gtrzkovité informace napfi¢ spektrem
riznych organismi. Jelikoz tyto prace naznacuji jisté spole¢né jevy pro ruzné typy
mykorhiz a praci zabyvajicich se konkrétné orchideoidnimi mykorhizami je maélo,
uvedu tuto problematiku v pohledu mykorhiznich symbi6z obecné s dlirazem na
mykorhizni symbi6zy orchideoidni.

Nejprve vSak struéné seznameni se svétem fytohormonli v jinych organismech nez
vyssich rostlinach. Rada mikroorganismii je schopna produkce fytohormonii. Mnohé
bakterie, sinice, fasy ¢i houby jsou schopné produkce auxinti, cytokininl i1 giberelina
(shrnuto v Tsavkelova et al.,, 2006). Stejné¢ tak jsou produkce téchto fytohormont
schopné mnohé mykorhizni houby (Barker et Tagu, 2000; Tsavkelova et al., 2006).
Studovana je predevsim produkce auxint a jejich analogi, jez je krom¢ mykorhiznich
hub vlastni fadé¢ fytopatogennich organismli a nejspiSe slouzi k regulaci chovani
hostitele ve prospéch patogena (Chung et al., 2003; Grunewald et al., 2009; Shimada et
al., 2000; Yurekli et al., 2003).
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Auxiny ¢i jejich analogy se mohou uplatnovat také v signalizaci mezi mikroorganismy
kdy naptiklad houbou produkovany analog IAA indolyl-3-ethanol (IEt) siln€ inhibuje
rust jinych hub (Brown et Hamilton, 1992). Byly pozorovany rizné vlivy auxind na rast
fas (Berliner, 1981; Nowak et al., 1988), bakterii (viz Tsavkelova et al., 2006)
1 kvasinek (Prusty et al., 2004) a vlaknitych hub.

O vlivu fytohormonil na riist vlaknitych hub svédc¢i dnes jiZ prakticky zapomenuté prace
ze sedmdesatych let minulého stoleti. Byl studovan vliv exogenné aplikovanych
fytohormonii na rist vybranych hub i endogenni hladiny fytohormonti v myceliu
(Rypacek et Sladky, 1973; Sladky et Tichy, 1974; Vinklarkova et Sladky, 1978). Oproti
rostlinnému materialu jsou zde pouzivany fadove vyssi koncentrace fytohormoni —
nejcastéji 50 - 400 mg/l. U houby Lentinus tigrinus (Bull.)Fr. byly pozorovany vysoké
hladiny endogennich cytokininli a giberelinli béhem Casnych fazi vegetativniho ristu
mycelia. Zakladani primordii plodnic bylo provdzeno vyraznym snizenim endogennich
hladin téchto latek (Rypacek et Sladky 1972; Rypacek et Sladky, 1973). Naproti tomu
bylo zakladani plodnic této houby stimulovéno exogenni aplikaci fytohormond [AA
(300 mg/1), GA3; (300 mg/l) a kinetinu (400 mg/1; Sladky et Tichy, 1974). Na moznou
roli fytohormont v regulaci ristu hub poukazuje také ojedinélé pozorovani, kdy TIBA
inhibovala rast ektomykorhizni houby Pisolithus tinctorius (Pers.)Coker (Niemi et al.,
2002). Zustava otazkou, jak se tento inhibitor rostlinného transportu auxinu miize

uplatiiovat v houbovém organismu.

1.4.1.7. Obecna role fytohromonu v mykorhizach

V mykorhizach byva pozorovano zvySené mnozstvi auxinu. Na jeho moznou ulohu
v regulaci mykorhiz poukazala pozorovani, kdy dodani auxini ¢i ethylenu (ethephon)
vyvolavalo na kofenech Pinus mugo Turra var. mugo zmeény velice podobné
mykorhiznim kofeniim. Pro tento uc¢inek auxind byla tieba funk¢éni draha signalizace
ethylenu, a je tedy mozné, Ze zde auxiny pusobi prostfednictvim ovlivnéni jeho
signalizace (Rupp et Mudge, 1985).

Tyto zmény ziejme nejsou zpusobené pouhym zvysenim vSech auxintl, ale predevsim
vyraznou zménou vV jejich pomérech. Naptiklad u Tropaeolum majus L. byly
arbuskuldrni mykorhizou ovlivnény hladiny vSech endogennich auxint (Jentschel et al.,
2007). V ranych fazich kolonizace byl nejmarkantnéjsi pokles volné TAA i IBA spolu
s narastem PAA. Naopak v pozdéjsSich fazich byl zjevny pokles hladiny PAA spolu

s narastem IBA. Pomoci radioaktivné znacenych izotopt byla sledovana syntéza IAA
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aIBA. Syntéza IBA byla mirné posilena v mykorhiznich kofenech, zatimco syntéza
IAA nejevila vyrazné rozdily mezi mykorhiznimi a nemykorhiznimi ¢astmi (Jentschel
et al.,, 2007). Na zmény v pomérech endogennich hladin volnych auxini i jejich
konjugati v mykorhize ukazuje také pozorovani Medicago truncatula infikované
arbuskularni mykorhizni houbou Glomus intraradices. V inokulovanych kofenech
dochézelo predevsim ke zvySeni IBA, nikoli IAA (Campanella et al., 2008). Podobné
byly pozorovany zmény v obsahu riznych auxini u rostlin kukufice Zea mays L.
tvoficich arbuskularni mykorhizy s houbou Glomus intraradices. Zvysily se endogenni
hladiny amidi IAA 1 IBA, ale nikoliv esterd IAA i1 IBA (Fitze et al., 2005). Jin4 prace
vSak wukazala, Ze endogenni hladiny IAA byly stejné v kofenech kukufice
inokulovanych  vezikularné-arbuskularnim  izolatem  houby  rodu  Glomus
i neinokulovanych (Danneberg et al., 1993). NejspiSe tu tedy odezva zéavisi na
konkrétnim houbovém izolatu a dalSich faktorech.

Na moznou roli IAA v regulaci zakladani mykorhiz ukazuje studie Glycine max L. cv.
Bragg. Obsah IAA byl zvySen v mykorhizach, ale naopak sniZen u mutanta nts1007,
ktery nevykazuje obvyklé potlaceni dal$i kolonizace kofent v okoli jiz existujicich
symbidéz (Meixner et al., 2005). TAA by mohla byt odpovédnd za inhibici dalsi
kolonizace v blizkosti existujicich mykorhiz.

Ostatni prace ukazuji spiSe vyznam IAA jako stimula¢niho agens pii formovani
mykorhiz. U Quercus robur L. shoubou Piloderma croceum J.Erikss.&Hjortst.
pusobila pfidana TAA rychlejsi tvorbu intenzivnéjSich mykorhiz (Herrmann et al.,
2004). Obdobn¢ IBA zvysila mnoZzstvi vytvofenych vezikulo-arbuskularnich mykorhiz
u Vigna unguiculata (L.)Walp. (Gunze et Hennessy, 1980). Také ektomykorhizni houba
Pisolithus tinctorius (Pers.)Coker s Pinus sylvestris L. pii oSetfeni IBA tvofila vice
mykorhiz nez neoSetfend, a naopak pfi osetfeni inhibitorem transportu auxinu TIBA
bylo mnozstvi vytvarenych mykorhiz nizsi (Niemi et al., 2002). Obdobn¢ mutant houby
Hebeloma cylindrosporum se zvySenou produkci TAA vytvaiel sPinus pinaster
(Ait.)Sol. vice mykorrhiz nez netransformovana kontrola (Gay et al., 1994), zatimco
TIBA zcela inhibovala kolonizaci netransformovanou houbou Hebeloma
cylindrosporum (Tranvan et al., 2000).

Zminény mutant houby Hebeloma cylindrosporum se zvysenou produkci IAA tvoii
mykorhiz nejen vice, ale i strukturné odliSnych. Vznika mohutnéjs$i hyfovy plast
i Hartigova sit’ (Gay et Gea, 1994; Gea et al., 1994; Tranvan et al., 2000). Autofi na

zaklad¢ tohoto pozorovaného intenzivnéjSiho riistu houby spekuluji o uplatnéni IAA
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pii rozvolnéni bunéénych stén a prekonani rostlinnych bariér (Gea et al., 1994). Dale
bylo pozorovano, ze tento mutant vytvaii mykorhizy s jesté kratSimi a §irSimi kofeny
nez netransformovana kontrola (Laurans et al., 2001). Houbou produkovand IAA se
zfejmé uplatiiuje také v regulaci morfologie rostlinnych kotent.

Tohoto mozného ucinku hub na rostliny bylo experimentalné vyuzito k podpote tvorby
kofend rtiznymi rostlinami. Mutanty ektomykorhizni houby Hebeloma cylindrosporum
se zvysenou produkci IAA podporovaly zakofenovani mikrofizkti Prunus avium jesté
vice nez samotnad aplikovand TAA (Grange et al., 1997). Obdobné ektomykorhizni
houby Pisolithus tinctorius (Pers.)Coker a Paxillus involutus (Batsch) Fr. produkovaly
IAA a stimulovaly tvorbu kofent z hypokotyld Pinus sylvestris L. in vitro. P. involutus
stimulovala tvorbu kofenti vice nez P. tinctorius, pfestoze P. tinctorius produkovala
vice IAA nez P. involutus. Nejspise tedy v regulaci kofentd houbou hraji roli i dasli
faktory (Niemi et al., 2002).

Jednim z moznych dalSich G¢inkl je ovlivnéni signalizace auxini. U ektomykorhizni
houby Pisolithus tinctorius Coker&Couch. byla odhalena produkce alkaloidu
hypaphorinu. Ten snizuje aktivitu IAA v kofenech Eucalyptus globosus ssp. bicostata a
nejspisSe prostiednictvim reorganizace aktinového cytoskeletu ovlivituje také elongaci
kotenovych vlaskt (Ditengou et al., 2003). Nemusi se jednat pouze o ovlivnéni rostliny
houbou, jak ukazuje ucinek jasmonatu a zeatinu na indukci akumulace hypaphorinu
v hyfach ektomykorhizni houby Pisolithus microcarpus. Oba tyto fytohormony byly
obsazeny v kofenovych exudatech a nejspise se uplatiuji v indukci tvorby hypaphorinu
rostlinou v mykorhizach (Jambois et Lapeyrie, 2005).

Na dal8i rovinu modulace chovani houby a rostliny v mykorhizich ukéazala studie
ektomykorhizni houby Hebeloma crustuliniforme a smrku Picea abies (L.)Karst (Salzer
et Hager, 1993). Tato houba postradd extracelularni invertazu i systém pro transport
sachar6zy do svych bun¢k. Ptipadné vyuziti rostlinné sachar6zy touto houbou je zavislé
na rostlinné extracelularni invertaze. Produkci auxinu houba v bunkach smrku vyvolava
zmény vedouci ke snizeni pifjmu glukoézy a zvySené acidifikaci extracelularniho
prostoru. Autofi se domnivaji, ze houba muze prostiednictvim produkce auxinu
a tim zvySovat dostupnost monosacharidt rostlinného plivodu. Auxin tu navic snizuje
odezvu na houbovy elicitor a mlize se tak vyznamné uplatiiovat v regulaci rostlinného

chovani houbou (Salzer et Hager, 1993).
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Na vyznamnou roli auxini v dialogu mezi houbou a rostlinou ukazuje pozorovani
mykorhiznich asociaci Cistus incanus s houbou Tefrezia boudieri. Houba je s dievinou
schopna vytvaret ektomykorhizy i1 endomykorhizy. Izolat tvofici endomykorhizy
produkoval mén¢ auxinu, nez izolat tvofici ektomykorhizy. Ptidavek 2,4-D vedl ke
tvorbé endomykorhiz 1 v podminkach, kdy se tyto bez ptidavku 2,4-D netvofily.
Popsané chovani vykazoval jediny kofenovy izolat Cistus incanus. Oproti ostatnim,
tvoficim pouze ektomykorhizy, vykazoval vyssi senzitivitu k exogenné aplikovanym
auxinim (IAA 1 2,4-D) (Zaretsky et al., 2006). Pro tvorbu endomykorhiz namisto
ektomykorhiz tu tedy byla tfeba modifikace hladin ¢i signalizace auxinti v houb¢
irostliné. Auxiny se nejspiSe vyznamné uplatiiuji také vregulaci morfologie
vytvafenych mykorhiz.

Na roli auxinové signalizace v mykorhizach ukazuji hladiny exprese nckterych gend.
Napiiklad pii kolonizaci a v mykorhizach Pinus pinaster s ektomykorhizni houbou
Hebeloma cylindrosporum se vyrazné zvysuje exprese Pp-iaa88 patiici mezi Aux/IAA
transkripéni faktory (Charvet-Candela et al., 2002a). V dalsi studii byla zvySena exprese
genu peroxidazy PpPrx75 v ektomykorhizach Pinus pinaster obdobné jako pfimym
ucinkem piidanych auxini (Charvet-Candela et al., 2002b). Obdobn¢ byl pfi studiu
gend, jejichz exprese se zvySuje v zavislosti na tvorbé mykorhiz Eucalyptus globosus
s houbou Pisolithus microcarpus, identifikovan EgHypar. Tento gen vykazal vysokou
homologii s auxiny indukovanou glutathion-S-transferazou a produkovany peptid
odpovidajici aktivitu in vitro. Expresi tohoto genu kromé ektomykorhiz zvySovala také
aplikace exogennich auxint (Tagu et al., 2003).

Posledni gen, jehoz exprese byla studovdna ve vztahu k auxinim a mykorhizam,
je Pp-GH3.16 z borovice Pinus pinaster. Jeho exprese je indukovana auxiny, avSak
v mykorhizach s Hebeloma cylindrosporum vykazoval vyrazny pokles exprese. Tento
pokles byl jesté vyraznéjs§i v mykorhizach sIAA-nadprodukujicim mutantem této
houby. Exogenni auxiny zde na jeho expresi pusobi odlisn¢ od jejich prosté aplikace,

coz na zéklad¢ dosavadnich poznatkli nelze vysvétlit (Reddy et al., 2006).

1.4.1.8. Role fytohormonu v orchideoidnich mvkorhizach

Prvni studie ukazujici na mozny uc¢inek fytohormonti houbového ptivodu v orchideoidni
mykorhizni symbidze odhalila schopnost orchideoidni mykorhizni houby izolované
z tofice Ophrys lutea produkovat v ¢isté kultufe IAA a indolylethanol (IEt; Barroso

et al., 1986). Ob¢ latky uvoliovala do kultivaéniho média. Titiz autofi v jiném ¢lanku
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uvadéji moznost, Ze by tyto latky mohly byt pfijimany endocytézou a transportem
vacky (Barroso et Pais, 1987), nicméné hypotéza neni podlozena konkrétnimi tdaji.
Produkce auxinli orchideoidnimi mykorhiznimi houbami se ukazuje byt obecnéjSim
jevem (Tsavkelova et al., 2003). NejspiSe jsou schopny téz produkce giberelint
(Tsavkelova et al., 2008) a pravdépodobné také cytokinini ¢i jejich analogl
(Tsavkelova et al., 2006). Jevi se tudiZ moZzné ovliviiovani orchideji fytohormony
produkovanymi mykorhiznimi houbami.

Popsané vztahy nemusi byt obecné platné. Jinou roli auxind v komunikaci mezi
mikroorganismy a orchideji ukazala studie australského Pterostylis vittata (Wilkinson et
al., 1994), kdy mykorhizni houba izolovana ztohoto druhu auxiny v kultufe
neprodukovala, nicméné vSech sedm izolat bakterii asociovanych s kofeny této
orchideje produkovalo TAA. VétSina kmenti pak podobné jako cistd IAA podporovala
kliceni (Wilkinson et al., 1994).

Auxiny se tedy mohou uplatiiovat v signalizaci mezi riiznymi pldnimi organismy

a vytvaret komplexni signalizacni sit’ pfesahujici entitu orchideje.

1.5. Vliv fytohormonu na rust a vvvoj orchideji

Neni mnoho praci zabyvajicich se systematicky ucinky fytohormonti na orchideje.
Vétsinou se jedna o empiricky stanovené postupy vedouci ke konkrétni odpovédi
rostlinného materialu in vitro. Jen minimum praci se zamysli nad moznou roli a
vyznamem fytohormont v regulaci vyvoje orchideji. Nasledujici kapitoly se budou
vénovat dostupnym informacim o vlivu fytohormonti na kliceni (v klasickém pojeti,

tedy 1 rané fazi vyvoje semenacki) a posléze na dalsi rast a vyvoj.

1.5.1. Vliv fytohormont na kli¢eni orchideji

1.5.1.1. Auxiny

U deviti druht terestrickych orchideji nebyl pozorovan vyznamny rozdil v kli¢eni po
pridani TAA, IBA ¢i NAA (Van Waes, 1984). Pouze v nékterych piipadech piisobily
tyto auxiny mirné sniZzeni kli¢ivosti. Naproti tomu jini autofi pozorovali vyznamné
zvyseni kli¢ivosti Orchis mascula na substratech s 2 mg/l NAA (Borris et Voigt, 1986)
a IAA stimulovala kli¢eni v symbiotické kultuie Pterostylis vittata (Wilkinson et al.,
1994).
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Na roli auxint pii kli¢eni semen poukazuje experiment s inhibitorem auxinu TIBA, kdy
tato silné inhibovala kliceni Dactylorhiza maculata jiz v koncentracich 2 ppm (Eiberg,
1970).

1.5.1.2. Cytokininy

Exogenni cytokininy mohou kli¢eni stimulovat i inhibovat. Stimula¢ni ucinek byl
pozorovan u mnohych stieviénikt rodu Cypripedium (Harvais, 1982; Steele, 1996; Van
Waes et Debergh, 1986) a Epipactis helleborine (Van Waes et Debergh, 1986).
Cytokininy nevykazovaly efekt na kliceni Dactylorhiza maculata a Listera ovata (Van
Waes et Debergh, 1986). Vstava¢ Orchis mascula kli¢il v asymbiotickych kulturach
1épe bez pridavku BAP (Borris et Voigt, 1986) a kinetin potlacoval kliceni Pterostylis
vittata v symbiotické kultufe (Wilkinson et al., 1994). Zajimavé je, Ze spolecnou
vlastnosti taxond, jejichz kliceni cytokininy podporuji, neni fylogeneticka piibuznost,
ale pozadavek chladové stratifikace semen. Cytokininy by mohly mit, podobn¢ jako

u jinych semen, antagonisticky uc¢inek k inhibici ABA (Rasmussen, 1995).
1.5.1.3. Gibereliny

Narozdil od vétSiny ostatnich rostlin gibereliny kliceni orchideji zfejmé nepodporuji.
Vykazuji bud’ inhibi¢ni efekt na kli¢eni u taxonti Dactylorhiza maculata a Listera ovata
(Van Waes et Debergh, 1986) a v symbiotickych kulturach Pterostylis vittata
(Wilkinson et al., 1994), nebo zadny vliv u taxont Orchis mascula (Borris et Voigt,

1986); Cypripedium calceolus a Epipactis helleborine (Van Waes et Debergh, 1986).
1.5.1.4. ABA

Jedina studie ukazala silny inhibi¢ni efekt ABA na kli¢eni Dactylorhiza maculata. Jiz

7 S Sy . . -6 cey
koncentrace 10™° M snizila kli¢ivost o polovinu a na koncentraci 10° M jiz semena

neklicila viibec (Van Waes, 1984).

1.5.2. Vliv fytohormont na dalsi faze vyvoje orchideji

Nase dosavadni znalosti uc¢inku fytohormont na orchideje vychazeji ptfedevsim z praci
zabyvajicich se optimalizaci ur€itych konkrétnich procesit v kulturach in vitro. Vétsina
téchto praci se tyka tropickych epifytickych druhti podceledi Epidendroideae. Ojedinglé
jsou prace na terestrickych druzich podceledi Orchidaceae a jedine¢na je uvaha
0 mozné vyvojové roli cytokininti u protokormi rodu Cypripedium (Harvais, 1972; viz

nize).
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Kromé téchto praci sledujicich pfimo ucinky fytohormonti mohou byt zdrojem
informaci také doporucovana slozeni médii pro kultivace orchideji in vitro. Lze z nich
usuzovat na niz$i optimalni koncentrace fytohormonti pro nasledny rtist semenackt

oproti kli¢eni (pf. Fast, 1980).
1.5.2.1. Auxiny

Vliv exogennich auxind na rist semendcka orchideji neni jednoznacny. V jedné studii
bylo pozorovano snizené piezivani semenackli na médiich s auxinem (Van Waes,
1984), zatimco jiné studie ukazaly stimulacni efekt auxinli na rist semenackl. Auxiny
urychluji vyvoj prytl i kofent fady tropickych druhti pod¢eledi Epidendroideae (NAA:
0,1-1,8 mg~l'1; Fonnesbech, 1972a; Strauss et Reisinger, 1976; Ueda et Torikata,
1969a), a teprve pii vysSich koncentracich dochazi k inhibici rastu (Cymbidium; Ueda et
Torikata, 1969a; Fonnesbech 1972a). U nékolika druht rodu Dactylorhiza podporovaly
IBA a NAA rtst kofenti a IBA v kombinaci s cytokininy podporovala také rast prytt
(Vejsadova, 2006; Wotavova-Novotna et al., 2007).

Potladeni rlstu pryti auxiny bylo pozorovano u Cymbidium forrestii, kde tyto
stimulovaly rist i vétveni oddenkd (Paek et Yeung, 1991). Naopak u Catasetum
fimbriatum inhibovala IAA i NAA rust kofend a pouze IBA jej podporovala (Peres et
al., 1999).

Auxiny se uplatiuji vfadé dalSich dé&ja. U riznych tropickych Epidendroideae
podporuji tvorbu kalusu (Colli et Kerbauy, 1993; Deb et Temjensangba, 2005; Khosravi
et al., 2008). Naslednou diferenciaci vSak nejspiSe inhibuji. Rlizné auxiny inhibovaly
tvorbu PLBs Catasetum fimbriatum z kalusu (Colli et Kerbauy, 1993). Obdobn¢ auxiny
inhibovaly somatickou embryogenezi z listovych explantati rodu Phalaenopsis (Gow et
al., 2008) a Oncidium "Gower Ramsey” (Chen et Chang, 2004). Zajimavy byl G¢inek
inhibitorti signalizace auxinu PCIB (2-(p-chlorofenoxy)-2-methylpropionova kyselina)
a transportu auxinu TIBA (2,3,5-trijodobenzoova kyselina) a quercetinu. PCIB
1 quercetin kupodivu stejn¢ jako auxiny samotné inhibovaly tvorbu PLBs. TIBA zprvu
nevykazovala efekt u listovych Spicek, adaxidlnich stran listh a feznych ploch
explantati. U casti explantati vSak TIBA vedla kjinak nepozorované tvorbé
somatickych embryi z abaxidlnich stran listl a zaroven tyto explantaty netvotily embrya
na feznych plochach. Po delsi kultivaci pak TIBA obecné zvySovala mnoZstvi
vytvofenych embryi (Chen et Chang, 2004). Rozdilny ucinek jednotlivych inhibitorti

na zaklad¢ dostupnych informaci nelze vysvétlit.
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Na moznou roli auxint v regulaci kveteni ukazuje jedina prace provedena s Cymbidium
niveo-marginatum in vitro, kdy inhibitor transportu auxinu TIBA inhiboval kveteni a
samotny auxin NAA kveteni neindukoval (Kostenyuk et al., 1999). Mozna je spravny
transport auxinu potiebny k prubehu kvétni iniciace.

Krom¢ ucinkti exogenné dodanych auxinii je dilezita také jejich endogenni lokalizace.
Mimo zminénych experimentd s inhibitory transportu auxinu bylo jediné podstatné
zjisténi uéinéno u tropickych epifytickych orchideji rodi Aranda a Vanda, kdy jejich
kofeny mohou byt vyznamnymi producenty auxinu (Zhang et al., 1995). Toto
pozorovani se zda byt v porovnani s ostatnimi rostlinami zvlastni. Kotfeny téchto
orchideji vSak obsahuji v parenchymatickych bunkédch primarni ktry chloroplasty a
ucastni se fotosyntézy. Takova role kotfenl je mezi epifytickymi orchidejemi Siroce
rozsifend a existuji dokonce orchideje rostouci po cely zivot bez listdl, nevyzivujici se
vSak pirevazné mykorhizou, ale fotosyntézou v kofenech (napt. rody Microcoelia,
Polyrrhiza, Solenangis, Studnic¢ka, 1997). Produkce auxini by mohla souviset s touto

odlisnou roli kofent oproti roli u ostatnich rostlin.

1.5.2.2. Cytokininy

Cytokininy jsou ¢astou slozkou médii pro kultivaci riznych orchideji in vitro, nejéastéji
v koncentracich 0,2 — 5 mg-I" (Rasmussen, 1995), ngkdy tedy pom&mé vysokych. Lze
usoudit, Ze cytokininy nejspiSe podporuji rist semenackl tfady orchideji. Cytokininy
vSak mohou zplsobovat hnédnuti a mortalitu semenackid, jak bylo pozorovano
u semenacku Epipactis helleborine péstovanych na médiich s koncentraci 2,2 uM BAP
a u Listera ovata jiz pti koncentraci 0,44 uM (Van Waes, 1984).

Harvais (1972) uvadi pfedpoklad, ze v asymbiotickych kulturach orchideji in vitro
cytokininy stimuluji vyvoj prytl a inhibuji rozvoj kotfend. To se zd4 v souladu s obecné
pfijimanym modelem auxin-cytokininové signalizace u rostlin.

Rada dalsich vysledk ukazuje, Ze cytokininy u orchideji podporuji rist pryti.
U rGiznych tropickych orchideji podceledi Epidendroideae thidiazuron podporuje
regeneraci a rust prytd (Ernst, 1994; Chen et Piluek, 1995; Nayak et al., 1997; Chen
et Chang 2000a). U rodu Phalaenopsis podporuje regeneraci prytd BAP i thidiazuron
(Chen et Piluek, 1995). BAP stimuloval tvorbu prytd u Cymbidium forrestii (Paek et
Yeung, 1991). U protokormti Cymbidium puisobily kinetin i BAP prorustani mnoha
malych pryti (Fonnesbech, 1972a; Riicker, 1974). Abnormalné zvysSené vétveni

semenackl pozoroval také Borris (1969). Podobné u Cymbidium goeringii pusobil
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cytokinin diferenciaci prytii z protokormt a rhizomti (Ueda et Torikata, 1969b; Ueda et
Torikata, 1970). U Dendrobium "Serdang Beauty’ pisobily cytokininy kinetin i BAP
regeneraci kalusi v pryty (Khosravi et al., 2008). Tvorbu pryti tyto cytokininy
podporovaly také u Paphiopedilum "Alma Gavaert” (Hong et al., 2008). U rodu
Dactylorhiza byla v odezvé na cytokininy pozorovana tendence k proliferaci pryti
(Fast, 1982). Cytokininy BAP a iP (N°-(2-isopentenyl)adenin) téZ podporovaly rist
pryt nékolika druhti tohoto rodu (Vejsadova, 2006; Wotavova-Novotna et al., 2007).

V rozporu s piedpokladem stimula¢niho ucinku cytokinini na rist pryti stoji jedina
prace zabyvajici se kultivaci stfeviénikii rodu Paphiopedilum in vitro. Samotny
thidiazuron inhiboval proliferaci pryta i tvorbu kotfenti (Huang et al., 2001). Inhibice
rastu i vétveni oddenkil pak byla pozorovana také pti aplikaci BAP na Cymbidium
forrestii (Pack et Yeung, 1991).

V souladu s modelem stimula¢niho t¢inku cytokininti na rist prytt a inhibi¢niho na rist
kofenti je pozorovani transgennich rostlin Dendrobium Sonia. Rostliny se zvySenou
expresi vlastni cytokinin oxidazy DSCKXI1 a nasledné sniZzenym obsahem endogennich
cytokinini vykazovaly pomaly rlst prytt a zvySené zakladdani i rychlejsi rist kotent.
Rostliny se snizenou expresi tohoto genu vykazovaly vy$$i obsah endogennich
cytokininti, zvySenou proliferaci prytti a pomalejsi rist kofenti (Yang et al., 2003).
Cytokininy jsou u orchideji vyznamné také pro tvorbu kalusu. Mohou ji plsobit
samotné ¢i v kombinaci s auxiny. U vzdusnych kofeni Cleisostoma racimeferum
kultivovanych in vitro vedla aplikace kinetinu ke tvorbé kalusu (Deb et Temjensangba,
2005). Cytokininy BAP a thidiazuron podporovaly tvorbu kalusu Dendrobium
chrysotoxum (Roy et al., 2007). Tvorbu kalusu po aplikaci kinetinu pozoroval také
Borris (1969). Thidiazuron v kombinaci s 2,4-D pak vyvolava tvorbu kalusu u riznych
Epidendroideae (Chang et Chang, 1998; Chen et Chang, 2000a; 2000b; Chen et al.,
2000) a také stievicnik rodu Paphiopedilum (Lin et al., 2000).

Cytokininy se zjevné uplatiiuji v somatické embryogenezi. Riizné cytokininy
stimulovaly somatickou embryogenezi z listovych explantati rodu Phalaenopsis (Gow
et al., 2008). BAP podporoval tvorbu PLBs u Catasetum fimbriatum (Colli et Kerbauy,
1993). BAP také podporoval tvorbu PLBs u Dendrobium chrysotoxum, ale thidiazuron
jinaopak inhiboval (Roy et al., 2007).

Na moznou tlohu cytokininli v regulaci zaklddani vlaskd protokormt ukazuji prace,

kdy zeatin, kinetin i bramborovy extrakt obsahujici cytokininy vedly k redukci poctu
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vlaskti na mladych semenaCkach nékolika terestrickych orchideji (Harvais, 1973;
Harvais, 1974).

Harvais (1972) se na zaklad¢ studia stfeviénikii rodu Cypripedium domniva,
ze cytokininy jsou vyznamné pro regulaci vyvoje protokormi, konkrétné orientace
koten/pryt. Protokormy nékterych druht maji spiSe charakter pryti a vysoky obsah
endogennich cytokinini, zatimco jiné maji charakter kotfend. Jejich rané vyvojové faze
semendckid jsou pak necitlivé knizkym koncentracim cytokininli, ale vysoké
koncentrace je inhibuji (Harvais, 1972). Dalsi snahy o pochopeni vyvojovych regulaci

dosud chybi.

Cytokininy mohou byt u orchideji vyznamné také v regulaci kveteni. ZvySeni
endogenni hladiny cytokininii, konkrétné iP a iPA bylo spojené s indukci kveteni
Dendrobium "Madame Thong-In" a nejspise je pro tento d&j zasadni (Sim et al., 2008).
Vyssi hladiny endogennich cytokinini, pfedevSim iPA, u kvetoucich rostlin oproti
nekvetoucim byly detekovany v kofenovych $pi¢kach rodu Aranda (Zhang et al., 1995).
U Cymbidium niveo-marginatum v kultufe in vitro pak exogenni BAP indukoval
kveteni (Kostenyuk et al., 1999). NejspiSe je tedy zvySeni obsahu endogennich
cytokininli vyznamné pro prechod ke kveteni alespont u zkoumanych druhti podceledi
Epidendroideae.

Endogenni hladiny cytokinint v etiolovanych prytech i kofenech Catasetum fimbriatum
byly vyrazné vyssi nez hladiny auxinti i ABA (Suzuki et al., 2004) a stejna situace byla
v izolovanych $pickach kotena (Peres et al., 1999). Silné zvySeni hladiny endogennich
cytokininii bylo u tohoto druhu pozorovano také po pfeneseni zelenych explantat
in vitro do tmy a korelovalo s formovanim etiolovanych stolond (Suzuki et al., 2004).
Mozné je zvySeni endogennich hladin cytokininii obecnéj$im signalem v regulaci

chovani orchideji.
1.5.2.3. Gibereliny

Pozorované ucinky giberelinii na orchideje nejsou jednotné. Na médiich s koncentraci
GA; 50ug1" byl pozorovany stimuladni u¢inek na rist, jenze semenadky netvorily
kofeny (Harbeck, 1963). U Cypripedium calceolus vsak GA4 v koncentraci 5 mg-1™
podporoval diferenciaci pryti i kofent (Borris, 1969). U semenackt rodu Dactylorhiza
zpisobily gibereliny prortistani apikalniho pupene a nahradily tak plsobeni chladu

(Borris et Albrecht, 1969; Gruenschneder, 1973). GAj3 v koncentraci nad 0,57 — 1,4 uM
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vSak jiz mlze pusobit hnédnuti semenackia (Van Waes, 1984). GAs podporoval rust
pryti Catasetum fimbriatum, zatimco inhibitor syntézy giberelini paclobutrazol jejich
rust siln€ inhiboval (Suzuki et al., 2004).

Mozné vysvétleni téchto pozorovani by mohlo byt v obecnéjsim ucinku giberelini na
stimulaci riznych vyvojovych piechod, jak se ukazuje u jinych rostlin. Nebude to vSak
platné vZdy, coZ ukazuje inhibi¢ni vliv GA3 na somatickou embryogenezi z listovych
explantati rodu Phalaenopsis (Gow et al., 2008). GAj3 také mize oddalovat kveteni
Cymbidium niveo-marginatum in vitro, pficemz inhibitor giberelinii paclobutrazol

dokonce zcela blokoval indukci kveteni (Kostenyuk et al., 1999).
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2. Material a metody

Vsechny experimenty probihaly na Katedie fyziologie rostlin Pfirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy v Praze.
Kultury mate¢nych rostlin (zdroj semen) probihaly na dvou mistech:

- venkovni kultivace: zahrada v Bilém Podoli (&.p. 39) ve stiednich Cechach

- sklenikova kultivace: Botanick4 zahrada HI. m. Prahy v Praze — Tr¢;ji

Seznam pouzitych chemikalii s uvedenim vyrobce je v ptiloze 1.

2.1. Kultivaéni prostory

Bylo vyuzito nékolik kultivacénich prostor. Jejich seznam se specifikaci jednotlivych
charakteristik je uveden v tabulce 2.1. Jednotlivé prostory budou v dal§im textu

oznacovany pismennymi kody.

Tabulka 2.1. — kultivacni prostory

kod charakteristika kultiva¢niho teplota osvétleni | fotoperioda
prostoru [°C] [lux] [h]

A kultivaéni mistnost 013 25+1 3000 16

B kultiva¢ni mistnost Pod Genetikou 21-22 700 16

C kultiva¢ni mistnost S06 20-21 11000 16

D klimabox ptizemi 17£1 280 16

E chladnicka Calex 210 SL 10,4 tma tma

F chladova mistnost 3,5-4 tma tma

2.2. Kultiva¢ni média

Slozeni médii je uvedeno v ptiloze 2.

37




Material a metody

Tabulka 2.2. — piehled pouzitych médii

médium kultivovany material
1/4-2 rostliny
CA houby
FM rostliny
LB bakterie
Michl rostliny
Mo2 rostliny
SM rostliny
Stemon houby
SuU2 rostliny
SU3 rostliny
SU4 rostliny
YEB bakterie
YEB+MgSO, bakterie
YEB recovery bakterie

2.2.1. Priprava médii

Neni-li u pfislusného roztoku uvedeno jinak, byly vSechny zasobni roztoky ptidavany
pfed klavovanim. V potfadi uvedeném v pfedpisu sloZzeni média (pfiloha 2) byly
jednotlivé slozky mimo agaru a roztoki ptidavanych po klavovani pridavany za stalého
michani do cca polovicniho objemu demineralizované vody. Zmrazené roztoky byly
pted pouzitim zcela rozmraZzeny. Po rozpusténi ptislusnych slozek byl roztok doplnén
demineralizovanou vodou na kone¢ny objem média (méfeno odpovidajicim odmérnym
valcem). Médium bylo ptelito do kadinky. Za prubézného michani bylo upraveno pH na
pozadovanou hodnotu pomoci 1M vodného roztoku NaOH a 1M vodného roztoku
CH3;COOH. Nasledujici postup se pak mirné lisil dle ucelu média.

Tuhé médium

Z objemu média byla odlita pfiblizn¢ polovina, pfisypano piislusné mnozstvi agaru,
rozmichéno a za ob¢asného promichéani rozvaieno v mikrovinné troub¢ Eta 7199. Poté
byl za stalého michani pftilit zbytek média. Po promichani bylo médium rozlévano do
kultiva¢nich nédob (ban€k), tyto piebaleny dvojitym alobalem a sterilizovany
v autoklavu. Pokud bylo k médiu tieba ptidat termosenzitivni slozky po klavovani, ¢i
jej rozlit do Petriho misek, bylo médium sterilizovano v 250 ml nebo 500 ml sklenénych
lahvich. Po ¢astecném vychladnuti média bylo k celému objemu piipipetovano piislusné
mnozstvi sterilniho zdsobniho roztoku, krouzivym pohybem rozmichano a rozlévano do
sterilnich kultivacnich nadob.

Tekuté médium
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Postup byl podobny jako u tuhého média s tim rozdilem, Ze k médiu nebyl piidavan
agar. Vzdy bylo sterilizovano v 250 ml nebo 500 ml sklenénych lahvich a rozlévéano do

sterilnich kultivacnich nadob po kldvovani.

2.3. Desinfekce nastroju a materialu

Média, voda, glycerol, paratka a Spicky pro automatické pipety byly desinfikovany
v autoklavu Tuttnauer 2540EK-N po dobu 20 min pfi teploté 121 °C a tlaku 144 kPa.
Roztoky termolabilnich latek byly sterilizovany filtraci pies steriliza¢ni filtry 0,22 pm
(Rotilabo®-Spritzenfilter steril).

Prazdné kultivacni nadoby, nastroje, Petriho misky a dal§i materidl podobného
charakteru byly desinfikovany v horkovzdusném sterilizdtoru Binder po dobu 3 hodin
pii teploté 150 °C. Banky byly pfedem piebaleny dvojitou vrstvou alobalu, néstroje
vloZeny do sklenénych tubust a také ptebaleny alobalem.

Béhem prace ve flow-boxu byly kovové ndstroje pred pouzitim namoceny v 96 %

ethanolu a opaleny.

2.4. Hodnoceni materialu

2.4.1. Zaznam dat

Vétsina dat byla zaznamendna pofizenim fotografii kultur pomoci nasledujicich
ptistroji.
1) Mikroskop Olympus BXS50 F4 (software: LuciaG5; kamera Nikon Digital Sight
DS-U1) pro pozorovani v prochéazejicim svétle
2) Mikroskop Olympus Provis AX70 (software: NIS-Elements AR 2.30;
fluorescen¢ni lampa Olympus BH2-RFL-T3; CCD kamera COHU
4912-5100/0000) pro pozorovani fluorescence.
3) Binokuléarni lupa Nicon (software: LuciaGS5; Nicon Digital Camera DXM1200).
4) Fotoaparaty Canon EOS 300D a Canon EOS 40D s objektivy Canon EF-S 18-
55mm, Canon EF 24-105mm 1:4 L IS USM, Canon Macro EF 100mm 1:2,8
USM, Canon Macro EF-S 60mm 1:2,8 USM.
Pro ucely fotografovani kultur v Petriho miskach byl fotoaparat Canon EOS 300D
upevnén svisle do stativu Raiser RS1, coz umoznilo foceni misek shora v pfirozené

horizontalni poloze.
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Kultury in vitro v Petriho miskach byly pozorovany ve zminénych mikroskopech

neporusené v uzavienych Petriho miskach pti zvétSeni objektivu 4x.

2.4.2. Zpracovani dat

Obrazovy materidl byl zpracovan v programu Adobe Photoshop 7.0 CE a Adobe
Photoshop 8.0 CS.

Rozméry rostlin byly ziskdny manudlnim méfenim obrazu v programech LuciaGS5 a
Image J. Uprava primarnich dat probihala v programech Microsoft Excel for Windows
2000, Microsoft Office Excel 2007 a Notepad2. K jejich nasledné analyze byly kromé
zminéného programu Excel 2000 vyuzity statistické programy R 2.9.1 a NCSS 97.
Statisticky vyznamné rozdily mezi variantami byly hodnoceny na zaklad¢ vysledki
metody ANOVA. V pfipadé normality dat byly rozdily hodnoceny dle vysledki
Tukey-Kramerova testu. Pokud data nemeéla normalni rozdéleni, byly rozdily

hodnoceny dle vysledkt Kruskal-Wallisova testu.

2.5. Analvza obsahu rozpustnvch sacharidu

2.5.1. Odbér vzorku

Vzorky byly ulozeny do plastovych nddobek, v nich zamrazeny v tekutém dusiku a dale

skladovany pii -80°C.

2.5.2. Extrakce sacharida

1) Vzorky lyofilizovany v pfistroji Lyovac GT 2 (Finn-Aqua) - 14 az 24 hodin dle
charakteru materidlu. Po vysuSeni dale skladovany v exikdtoru nad vrstvou
vysusenc¢ho silikagelu.

2) Odebrano vhodné mnozstvi suSiny do mikrozkumavek s propichnutymi vicky.
Ptipipetovano 0,5 ml 80 % methanolu,vzorky inkubovany v termoblocku
(GrantBoekel BBD) pti 75°C po dobu 15 minut.

3) Methanol odpaien ve vakuu v pfistroji Speedvac Plus SC110A (Savant) po dobu
3 hodin.
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4) Pfidéna demineralizovana voda (MilliQ) v mnozstvi dle hmotnosti suSiny:

<5mg 0,3 ml
5—-10mg 0,5 ml
10 - 20 mg 1,0 ml
20 —-30mg 1,5 ml
5) Vzorky oSetfeny sonikaci v ultrazvukové lazni Julabo USR 05 po dobu 15
minut.
6) Centrifugace (Eppendorf Centrifuge 5415 D) pii 14 000 rcf po dobu 10 minut.
7) Supernatant opatrné odebran injekcéni jehlou, pfefiltrovan pies membranové

filtry Millex Millipore (0,22 pm) do novych mikrozkumavek.

8) Vzorky nasledn¢ uchovavany pii -18°C.

2.5.3. Stanoveni obsahu a spektra sacharidi

Sacharidy byly analyzovany pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC)
s refraktometrickou detekeci.

Parametry méficiho systému: refraktometrickd detekce (Shodex RI-71); isokraticka
pumpa Spektra Physics; integrace:pocitatovy program CSW 1.7; teplota 80°C;
predkolonky Hema-Bio 1000 SB+Q (Watrex); kolona polymer IEX 8 pm Pb*"
(Watrex); eluent: demineralizovand voda (MilliQ), rychlost prutoku 0,5 ml'min’; objem
injikovaného vzorku: 10 pl; standardy: Sigma.

Jelikoz tento systém Spatné¢ odliSoval rafinézu od sacharozy, byly vzorky obsahujici
rafindzu analyzovany paralelnd obdobnym systémem s kolonou polymer IEX 8 pm Ca*"
(Watrex). Vysledné mnoZzstvi sacharidii pak bylo pocitdno z méfeni prvné zminéného
systému (kolona Pb*") s vyjimkou rafinézy a sachardzy poéitanych dle méfeni druhého

zminéného systému.

2.6. Prace s rostlinnvm materialem

Vsechny rostliny in vitro byly odvozené vysevem semen.

Vlastni experimenty byly zaloZzeny bud pfimo vysevem nebo pfesazenim rostlin
kultivovamych po vysevu in vitro.

Déle budou jednotlivé kultury oznacovany kodem, kde prvni pismeno oznacuje rod,
druhé pismeno oznacuje druh a koncové ¢islo oznaCuje konkrétni vysev. Pfifazeni

téchto kodu jednotlivym rostlindm je spolu s jejich ptivodem uvedeno v piiloze 3.
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2.6.1. Kultivace rostlinného materialu

Kultivace mate¢nych rostlin probihala dle postupt publikovanych diive (Ponert, 2005;
Ponert, 2006; Ponert, 2007; Ponert, 2008; Sekerka et al., 2006; Sekerka et al., 2007).
Veskeré aseptické manipulace s rostlinnymi kulturami byly provadény v laminarnim

flow-boxu Heraeus LaminAir® TL2448.

2.6.2. Priprava a skladovani semen

Semena byla skladovana v papirovych saccich, zpravidla s celymi uschlymi semeniky.
Pted vysevem, byla pfesypana na novy A4 kancelatsky papir s nahoru ohnutymi okraji
(aby semena nepiepadavala zpapiru) a preciSt€éna manudlnim vybranim zbytka
semenikll a necistot pinzetou. Po tomto precisténi byla semena presypana pomoci
druhého, mensiho a piehnutého papiru zpét do papirového sacku, nebo rovnou do
injekéni stiikacky. Uchovavani semen v plastovych obalech se neukdzalo vhodné —
jednak muze snadno dojit k zapatfeni ne zcela doschlych semen, jednak se semena

snadno pfichytavaji ke sténam statickou elektfinou a nelze je pak vSechna pouzit.

2.6.3. Desinfekce semen:

Nejprve byla rozbalena injekéni jehla 1,2 x 40 (18Gx1'%2", Luer-Lock, Dispomedicor Rt,
Hungary) a do jejiho rozsiteného konce byl pinzetou se zahnutymi konci vlozen kousek
molitanu. Vhodny kousek molitanu byl pfedem vytvoien rozstfihdnim na kvadry cca 4 x
4 x 5,5 mm. Do jehly byl vlozen tak, ze podélna osa tohoto kousku molitanu souhlasila
s podélnou osou jehly. Jehla byla nasazena na sterilni injek¢ni stiikacku 2 ml nebo 5 ml
(dle mnozstvi vysévanych semen a zamyslené hustoty vysevu; Luer, Chirana). Kousek
molitanu byl timto stlaen v hrdle jehly mezi obtsti hrdla stfikacky a usti vlastni kovové
jehly do nastavce. Poté byl ze stiikacky Gplné€ vytazen pist, pfesypana semena (pomoci
pteloZzeného kanceldiského papiru) a opét zasunut pist. Timto byla semena pfipravena
k desinfekci nasavanim a odstfikdvanim jednotlivych roztokli, pficemz molitan
fungoval jako filtr zadrZujici semena uvnitf.

Pfi vyméné roztokll uvizne ¢ast semen v molitanu a i s nim je posléze i odstranéna.
Zpravidla bylo vysévano vétsi mnozstvi semen a tyto ztraty nevadily. Pro mala
mnozstvi semen byl postup modifikovan pietazenim ¢tvereCku vysttizeného ze sité pro

sitotisk pfes hrdlo stfikaCky a nasazenim jehly pfes néj. V siti pro sitotisk semena
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neuviznou, neucpava se, ale pii neopatrné¢ manipulaci pak po siti sklouzava jehla
ze stiikacky.

Tato metoda byla optimalizovana z bézn€ pouzivané techniky pro vysev velmi jemnych
semen in vitro. Standardné se doporucuje pouziti tenké jehly, ktera sama funguje jako
filtr. V ptipadé orchidejovych semen se ale tato snadno ucpava semeny a posléze téz
vysrazenym chlornanem. Vede to k nesnadné manipulaci a moznému zniceni semen
ptiliSnym tlakem pfi zoufalém vytlacovani roztoku ucpanou jehlou (Macha, pers.com.;
Ponert, nepublikovano). Pouziti $irsi jehly a vlozeného filtru tento problém uspokojiveé

fesi.

Standardni postup desinfekce byl nésledujici:

1) pét minut Cisty 96% ethanol, obcas ruéné protifepano

2) 3 x promyti destilovanou vodou, priibézné protfepavano

3) semena nasledné¢ ponechéna ve vod¢ delsi dobu, dokud jich cca polovina
neklesla ke dnu (smacela se)

Od tohoto kroku byla prace provadéna steriln€ v laminarnim flow-boxu:

4) 3x vyménény roztok Ca(OCl), — pro vétSinu semen celkem deset minut,
piipadné modifikovano dle potieby (viz. ptiloha 3), pifipadné doplnéno
promytim 2% H,SO4 s naslednou opétovnou neutralizaci roztokem Ca(OCl)y;
obcas protiepavano

5) 3 x promyti sterilni destilovanou vodou (nasavana skrze propichnuté alobalové
vicko z Erlenmeyerovy banky, predem desinfikovana autokldvovéanim),
pribézné protfepavano

6) nasata sterilni destilovana voda pro vznik kone¢né vysevni suspenze

7) sejmuta tenci jehla i s filtrem a nasazena sterilni jehla 1,8 x 40 (15Gx1%5%,
Luer-Lock, Dispomedicor Rt, Hungary)

8) suspenze semen vytlacovana jehlou do kultiva¢nich nddob a jejich krouzivym
pohybem rozprostiena po povrchu agarového média (v pifipade tekutého média
nekrouzeno). Vzdy pied vytlacenim byla stfikacka protfepana. K rozprostieni

semen po povrchu agarového média nebyly pouzivany zadné dalsi nastroje.

Roztok Ca(OCl), byl ptipravovan vzdy cerstvy. 10 g chlorového véapna bylo

rozmichéano v 50 ml destilované vody, nechdno ve tm¢é odstat cca 4 — 6 hodin, poté
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krouzivym pohybem banky rozmichano, zfiltrovano ptes filtraéni papir do nové

Erlenmeyerovy batiky, uzavieno alobalem a po cca 5-10 minutach pouzivano.

2.7. Prace s bakteriemi

2.7.1. Bakterialni kmeny

V praci byly vyuzity kmeny Escherichia coli DH5a (Sambrook et al., 1989) a
Agrobacterium tumefaciens C58C1 s plasmidem pGV2260 (Deblaere a kol., 1985).

2.7.2. Kultiva¢ni podminky

Escherichia coli na tuhych médiich byla standardné kultivovana v kultivaénim boxu
UN-I-TROL CO; Incubator Model 329 (Forma Scientific®) pii teplot¢ 37°C,
v tekutych médiich probihala kultivace na horizontdlni tfepace Certomat®R
(180 RPM) v kultiva¢nim boxu Certomat®H (B.Braun) pfi stejné teploté.

Bakterie Agrobacterium tumefaciens na tuhych médiich byla kultivovan v kultiva¢nim
boxu Heraeus B6120 pfi teplot¢ 27°C, v tekutych médiich probihala kultivace na
horizontalni tfepacce POS-300 (Grant-bio) pfi 150 RPM v kultivaénim boxu FTC90E

Refrigerated Incubator pfi stejné teploté.

Kultivaéni postup

Zminéné kmeny bakterii byly dlouhodobé uchovavany hluboce zmrazené. K tomu ucelu
bylo nejprve centrifugovéno 1,5 ml bakteridlni suspenze narostlé v LB médiu 12 — 16
hodin (centrifuga Heraeus Biofuge 13, 1 minuta, 13000 RPM), odebran supernatant,
sediment nasledné rozmichan ve 40 pl sterilniho 10 % glycerolu. Vzniklé4 suspenze byla
v mikrozkumavkéach Eppendorf zamrazena v tekutém dusiku a dale skladovéna pfi -
80°C. V pfipad¢ potfeby pak bylo ze zmrazené suspenze odebrano malé mnoZstvi
sterilnim paratkem, pfeneseno na tuhé médium v Petriho misce a takto kultivovano.

K o¢kovani a rozc¢arkovani bakterii byla pouzivana sterilni dfevénd paratka. VeSkeré
aseptické manipulace s bakteriemi byly provadény v laminarnim flow-boxu Heraeus
LaminAir® HP72. Bakterie na tuhych mediich v Petriho miskdch byly kultivovany
neuzaviené¢ parafilmem v obracené¢ poloze dnem vzhlru. V piipadé potieby byly
kratkodob¢ skladovany v Petriho miskach uzavienych parafilmem v chladni¢ce pii
+4°C. Vzdy byly k jejich kultivaci pouzity sterilni plastové Petriho misky priméru

9 cm.
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2.7.3. Priprava kompetentnich bunék A. tumefaciens

Postup dle McCormac et al. (1998).
Bakterie roz¢arkovany na tuhé LB médium s rifampicinem (100 mg/1), kultivovany tfi
dny. Jednotlivé kolonie zaoCkovany do 10 ml tekut¢ého LB média s rifampicinem a
kultivovany 18 hodin. 10 ml vzniklé bakteridlni suspenze zaockovéano do 200 ml
tekut¢tho YEB média s rifampicinem, kultivovano do dosazeni optické denzity 0,6
(spektrofotometr Thermo Spectronic, Biomate 5; 560 nm; kyveta 1 cm). Kultura
ochlazena umisténim kultivacnich nddob do ledové lazné.
VSechny dalsi kroky byly provadény pii teploté vrozmezi 0-4°C (ledova lazen,
chlazena centrifuga):
1) Centrifugace (centrifuga Universal 32R, Hettich Zentrifugen; 10 min; 2000 g;
4°C), odstranén supernatant.
2) Sediment resuspendovan ve 200 ml sterilni demineralizované vody.
3) Centrifugace (centrifuga Universal 32R, Hettich Zentrifugen; 10 min; 2000 g;
4°C), odstranén supernatant.
4) Sediment resuspendovan ve 100 ml sterilni demineralizované vody.
5) Centrifugace (centrifuga Universal 32R, Hettich Zentrifugen; 10 min; 2000 g;
4°C), odstranén supernatant.
6) Sediment resuspendovan v 10 ml sterilniho 10 % glycerolu.
7) Centrifugace (centrifuga Universal 32R, Hettich Zentrifugen; 10 min; 2000 g;
4°C), odstranén supernatant.
8) Sediment resuspendovan v 1 ml sterilniho 10 % glycerolu.
9) Vznikla suspenze rozpipetovana po 100 ul do mikrozkumavek Eppendorf,

zamrazena v tekutém dusiku, uchovavana pii -80°C.

2.8. Prace s houbami

2.8.1. Kultiva¢ni podminky:

Vléknit¢ houby byly kultivovany v plastovych Petriho miskdch na tuhych médiich
(neni-li déale uvedeno jinak) v kultivaénim prostoru B ve tmé papirové krabice.

Asepticka prace s kulturami hub byla provadéna v laminarnim flow-boxu EM Box 90.
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2.8.2.

Izolace hub z kofenii orchideji

Izolace byla provedena s vyuzitim kitu Orchid Fungi Isolation Kit (for Mas; UTSR).

Kofeny byly odebirany z dospélych rostlin v podobé pfiblizn¢ 2 az 5 cm dlouhych

segmentil. Tyto byly do pouziti prechovavany v pufru Swamp Buffer® (soucast kitu).

Vlastni izolace:

1)
2)

3)

4)

5)

Dale

Kofeny diikladné omyty pod tekouci vodovodni vodou.

Kofeny pinzetou pieneseny do 15% roztoku Sava s kapkou smacedla Tween 20,
obcas promichany krouzivym pohybem.

Po rtizné dlouhé dobé (2,5; 3,5 a 4,5 minuty) vzdy ¢ast kofend pienesena do
ban¢k se sterilni demineralizovanou vodou a krouzivym pohybem promichéno.
Pinzetou pieneseny z vody na sterilni plastovou Petriho misku priméru 9 cm.
Skalpelem odfiznuty 3 — 4 mm dlouhé okraje a zbyl4 ¢ast nakrajena na piiblizné
0,75 mm dlouhé segmenty.

Vzniklé segmenty byly mirné zanofeny do povrchu tuhého (Stemon nebo CA)
média v Petriho miskach priméru 9 cm. Takto byly dale kultivovany a prubézné
kontrolovany na rtst hub.

byly jednotlivé ptesazovany kolonie vlaknitych hub bez kontaminaci

mikroorganismy, které vyrostly na miskdch po takové dobé desinfekce, kdy tyto

vyrustaly z co nejmensiho podilu kofenti. Pokud po daném oSetieni vyrtstaly houby

z vice jak tfetiny segmentli, nebyly tyto dale kultivovany, protoze se jiz se zna¢nou

pravdépodobnosti nemuselo jednat o rostlinné endofyty.

Byla pouzivana dvé média: Stemon a CA.

2.8.3. Pouzité houby

kod taxon houby izolovano z rostliny
FU-05 Meliniomyces sp. Leucorchis albida
FU-06 Phialocephala/Acepphala Leucorchis albida
FU-09-1a Dactylorhiza majalis
FU-09-1b Dactylorhiza majalis
FU-10-1 Orchis purpurea
FU-10-2 Orchis purpurea
FU-10-3 Orchis purpurea

Tabulka 2.3. - seznam pouzitych hub:

46



Material a metody

Houby FU-05 a FU-06 byly poskytnuty tymem Dr. Martina Vohnika. Jednalo se o jejich
izolaty jiz diive urCované. Zbyvajici houby byly vramci této prace vyizolovany

z uvedenych rostlin vySe zminénym postupem.

2.9. Prace s DNA

2.9.1. Pouzité vektory

1) Binarni vektor pVKH s konstruktem DRS5rev::GFP sreverzné orientovanym
auxinem indukovanym promotorem DRS5 kontrolujicim expresi GFP;
s bakteridlni rezistenci na kanamycin a rostlinnou rezistenci na hygromycin
(Benkova et al., 2003). Tento vektor byl ziskan od Dr. J. Petraska v podobé
kolonii E.coli na plotné¢ LB média.

2) Binarni vektor PCP60 s konstruktem 35S::GFP. Konstitutivni promotor viru
tabdkové mozaiky CaMV 358 kontrolujici expresi GFP. Rostlinné rezistence na
kanamycin (neomycinfosfotransferdza pod kontrolou promotoru nopalinsyntazy
pNOS::NPTII). (Nocarova et Fischer, 2009). Tento vektor byl ziskan od Dr. J.

Petraska v podobé ptipravenych nabojt.

2.9.2. Izolace plazmidové DNA z E. coli

Podle ucelu bylo izolovano bud’ mensi mnozstvi DNA pomoci kitu Wizard®Plus SV
Minipreps (DNA Purification System, Promega), nebo vétSi mnoZstvi pomoci kitu

Jetstar 2.0 MIDI.

Wizard®Plus SV Minipreps
Postup byl proveden dle ptilozené¢ho protokolu.
Jednotlivé kolonie E. coli narostlé na tuhém médiu byly zao¢kovany do 3 ml tekutého
média LB s pfislusnymi antibiotiky ve sklenénych zkumavkach a kultivovany 12-16
hodin.
1) Bakteridlni suspenze byla centrifugovana pét minut (centrifuga Heraeus Biofuge
13, 13000 RPM, pouzivana béhem celého tohoto protokolu). Odstranén
supernatant.
2) Sediment resuspendovan v 250 ul Cell Resuspension Solution.

3) Ptidano 250 pl Cell Lysis Solution, jemné promichano, inkubovano pét minut.
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4)

5)
6)
7)
8)
9)

Ptidano 10 pl Alkaline Protease Solution, jemné promichano, inkubovano pét
minut.

Ptidano 350 pl Wizard® Plus SV Neutralization Solution, jemn¢ promichéno.
Centrifugovano deset minut.

Supernatant piepipetovan do pfipravené kolonky Spin Column.

Centrifugovano jednu minutu, odstranén eluat.

Ptiddno 750 pl Column Wash Solution rozpusténé v piisluSném mnoZstvi

ethanolu (viz. navod kitu).

10) Centrifugovano jednu minutu, odstranén eluat.

11)Piidano 250 ul Column Wash Solution rozpusténé v ptisluSném mnozstvi

ethanolu.

12) Centrifugovano dvé minuty, kolonka vlozena do nové mikrozkumavky.

13) DNA eluovana 100 pl vody Nuclease-Free Water, centrifugovano jednu minutu.

14) Roztok DNA byl skladovan v lednici pii -20°C.

Jetstar 2.0 MIDI

Postup byl proveden dle ptilozené¢ho protokolu Jetstar 2.0 MIDI columns with Lysate
Filter Unit (LFU).

Dv¢ az tii kolonie E. coli narostlé na tuhém médiu byly zao¢kovany do 27 ml tekutého

média LB s pfislusSnymi antibiotiky v 50 ml Erlenmeyerové bance a kultivovany

23 hodin.

1)

2)

3)

4)

5)
6)

7)

Kolonka Jetstar 2.0 MIDI columns s vloZenou Lysate Filter Unit (LFU) byla
promyta 14 ml pufru E4.

Narostla bakterialni kultura byla pfelita do sterilnich plastovych zkumavek a
centrifugovana 3 minuty pii 10000 g (centrifuga Jouan MR22). Odstranén
supernatant.

Sediment byl rozmichan v 8 ml pufru E1 (obsahuje RNAzu).

Ke wvzniklé suspenzi bylo pfidaino 8 ml pufru E2, jemné promichano.
Inkubovano pét minut (lyze bunék).

K suspenzi bylo ptidano 8 ml pufru E3, jemné promichano (neutralizace).
Suspenze byla prelita do Lysate Filter Unit (LFU) vlozené v Jetstar 2.0 MIDI
kolonce.

Po odkapani kapalné faze byla jednotka promyta 5 ml pufru ES.
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8) Po odkapani kapalné faze byla odstranéna Lysate Filter Unit (LFU) a kolonka
promyta 20 ml pufru ES.

9) Po odkapani kapalné faze byla z kolonky DNA eluovéna promytim 5 ml pufru
E6.

10) DNA byla z roztoku vysrazena ptidanim 3,5 ml isopropanolu.

11) Suspenze byla centrifugovana 30 minut (centrifuga Jouan MR22, 12000 g, 4°C).

12) Po odebrani supernatantu byl sediment rozmichan ve 2 ml 70 % ethanolu,
pfepipetovan do 2 ml plastové mikrozkumavky. Centrifugace deset minut
(16000 RCF, Eppendorf Centrifuge 5415R).

13) Odebran supernatant, sediment dosuSen ptes noc v chladnicce pii +4°C.

14) Sediment (DNA) rozpustén v 50 pl demineralizované vody a skladovan

v lednicce pii -20°C.

2.9.3. Priprava naboji pro Helios Gene Gun System

Byly pfipraveny naboje s mikroprojektily nesoucimi vektor pVKH s DR5rev::GFP.

2.9.3.1. Priprava vektoru

Pouzit binarni vektor pVKH s konstruktem DR5rev::GFP Kolonie E. coli nesouci tento
vektor byly precarkovany na nové plotny LB média s kanamycinem (50 mg/l).
Jednotlivé kolonie byly zaockovany do tekutého média LB a podrobeny izolaci
plazmidové DNA kitem Jetstar 2.0 MIDI (popis v kapitole 2.1.10.1.). Pro urceni
koncentrace DNA byly z roztoku odebrany 2 pl a roziedény 200 pl demineralizované
vody. Koncentrace DNA nasledné urena méfenim na spektrofotometru Thermo
Spectronic (BioMate 5) v 1 cm kyveté kiemenného skla skenovanim v pasu vinovych
délek 200-300 nm. Odecteny hodnoty pii 260 nm (pro koncentraci DNA) a pii 280 nm
(pro stanoveni zne€isténi proteiny). MnoZstvi DNA v piivodnim vzorku dopocitano dle

vztahu:
c=¢'1-A-f
kdy

g (DNA, 260 nm) = 50 pg'pl’-cm™; 1=1 cm; A je namé&fena absorbance pti 260 nm; f

je fedéni a ma v tomto piipad¢ hodnotu 100.
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Pro ptipravu nabojl bylo pouzito mnozstvi roztoku odpovidajici 50 ug DNA, tj. 25 pl.

2.9.3.2. Priprava mikroprojektila

Cilem tohoto kroku bylo navazani DNA na mikroprojektily.

1)

2)

3)
4)

S)
6)

7)

8)

9)

Do mikrozkumavky Eppendorf odvazeno 16 mg zlatych mikroprojektilt
priméru 1 pm. Resuspendovany v 200 ul 70% ethanolu. Sedimentovany
centrifugaci (Eppendorf Centrifuge 5415R; 5000 RPM; 0,5 minuty). Odebran
ethanol.

Resuspendovany v 200 pl demineralizované vody, sedimentovany centrifugaci
(Eppendorf Centrifuge 5415R; 7000 RPM; 0,5 minuty), odebrana voda.

Krok 2 byl 3x zopakovan.

Resuspendovany v200pul 50% glycerolu, sedimentovany centrifugaci
(Eppendorf Centrifuge 5415R; 7000 RPM; 0,5 minuty), odebran supernatant.
Znovu 2x promyty demineralizovanou vodou stejné, jako v kroku 2.
Resuspendovany ve 100 ul 0,05 M spermidinu, michdny piistrojem MSI1
Minishaker (IKA) po dobu dvou vtefin, sonikovadny ve vodni lazni pfiistroje
Bandelin Sonorex RK31 dvakrat po sobé po dobu 30 vtefin.

Ptidano mnozstvi roztoku DNA odpovidajici 50 ug DNA (25 ul), zamichano
pristrojem MS1 Minishaker (IKA) po dobu 5 vtefin.

Za pribézného promichavani pomoci pfistroje MS1 Minishaker (IKA)
ptikapavano celkem 100 pl IM roztoku CaCl,. Po promichani vzorky nechéany
sedimentovat po dobu deseti minut.

Sedimentovany centrifugaci (Eppendorf Centrifuge 5415R; 5000 RPM; 0,5

minuty), odstranén supernatant.

10) Resuspendovano ve 100 ul 100% ethanolu, sedimentovano centrifugaci

(Eppendorf Centrifuge 5415R; 5000 RPM; cca 5 vtefin), odstranén supernatant.

11) Krok 10 byl tfikrat zopakovan.

12) Sediment resuspendovan a pfeveden do plastové zkumavky ctverym

vyplachnutim 500 ml roztoku polyvinylpyrolidonu (PVP, 0,05 mg/ml 100%

ethanolu).

13) Zkumavka zaparafilmovana a skladovana do druhého dne pii -20°C.
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2.9.3.3. Vlastni priprava nabojua

Cilem tohoto kroku bylo naplnit pfipravenymi mikroprojektily naboje. Byl proveden

pomoci piistroje Tubing Prep Station (Bio-Rad).

1)
2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

2.94.

Do pristroje vlozen odpovidajici kus trubicky (Bio-Rad).

Trubicka v pfistroji bez otaceni suSena prochéazejicim dusikem (tlak odpovidajici
0,3 — 0,4 1/min na stupnici pfistroje) po dobu 15 minut.

Trubicka vyjmuta z pfistroje, pfipojena na injekéni stiikacku a z pfipravené
plastové zkumavky byl pozvolna nasat roztok mikroprojektilt.

Trubicka opét vlozena do pfristroje. Mikroprojektily nechany sedimentovat na
stény trubicky bez tlaku dusiku s jen obCasnym pootac¢enim po dobu 15 minut.
Béhem této doby byla k trubicce stale ptipojena injekéni stiikacka.

Ptipojenou injekéni stiikackou velice pozvolna odsata zbyla kapalina. Odpojena
stiikacka.

Tlak nastaven na hodnotu odpovidajici 0,3 — 0,4 I/min na stupnici pfistroje,
trubicka suSena prochézejicim dusikem za stalého otaceni po dobu péti minut.
Trubicka vyjmuta z pfistroje Tubing Prep Station, mikroprojektily obalend cast
nakrajena pomoci Bio-Rad Tubing Cutter na jednotlivé naboje.

Naboje ptfeneseny pinzetou do plastové uzaviratelné zkumavky (,,falkony*) nad
vrstvu vysuSené¢ho silikagelu zakrytého kouskem buni¢iny. Zkumavka uzaviena

parafilmem. Naboje v ni skladovany do pouziti v chladni¢ce pii +4°C.

Transientni transformace rostlin

Rostliny transformovéany nastfelem mikroprojektily pomoci Helios Gene Gun System

(Bio-Rad). Postup proveden dle manualu s nasledujicimi modifikacemi: pouzity listy

rostlin, nasteleny polozené na plastové Petriho misce priméru 9 cm abaxialni stranou

nahoru. Tlak helia byl nastaven na 250 psi. Na jedno misto listu bylo z jednoho naboje

stiileno 3x po sob¢. Po nastfileni listy omyty vodovodni vodou, umistény abaxialni

stranou doli do plastové Petriho misky priméru 9 cm s médiem SU4. Po jednom a

ctyfech dnech kultivace ve tmé pfi laboratorni teploté byly pozorovany mikroskopem

Olympus Provis AX70 s kostkou U-MNIBA a excitaci modrym svétlem.
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2.9.5. Stabilni transformace Dactylorhiza fuchsii

Pti vytvéfeni postupu transformace byly vyuzity zkuSenosti s transformaci bramboru dle

publikovaného protokolu (Dietze et al., 1995) a zkusenosti s kultivaci orchideji in vitro.

2.9.5.1. Priprava rostlin

Semena Dactylorhiza fuchsii byla velmi husté vyseta do plastovych Petriho misek
priméru 6 cm na médium Michl. Rostliny byly v téchto miskach kultivovany

v kultiva¢nim prostoru D ve tmé v papirové krabici po dobu sedmi mésic.

2.9.5.2. Priprava A. tumefaciens s prislu$Snym vektorem

Piiprava vektoru

K transformaci byl pouzit binarni vektor pVKH s konstruktem DR5rev::GFP. Kolonie
E.coli nesouci tento vektor byly piecarkovany na nové plotny LB média
s kanamycinem (50 mg/l). Jednotlivé kolonie byly zaockovany do tekut¢ho média LB a
podrobeny izolaci plazmidové DNA kitem Wizard®Plus SV Minipreps (popis
v kapitole 2.1.10.2.).

Elektroporace vektoru do A.tumefaciens

Izolovana DNA byla elektroporovana do A. tumefaciens (postup dle Shen et Forde,
1989):
Suspenze kompetentnich bun¢k A. tumefaciens byla rozmrazena v ledové lazni. Byly

pfidany 3 pl roztoku DNA, promichano, inkubovdno jednu minutu v ledové lazni.
Nasledné byla suspenze rychle pienesena do elektroporacni kyvety (vychlazené predem
v ledové lazni), sklepana na dno. Aplikovan elektricky pulz (elektroporator Bio-Rad
Gene Pulser™; 25 uF; 2kV; 200 Q; 4,4 ms). Rychle pfidan 1 ml sterilniho YEB
recovery média, vznikla suspenze pielita do sterilni sklenéné zkumavky a kultivovéna
tfi hodiny. Poté byla suspenze vyseta v objemech 100 pl a 900 pl na YEB tuhé médium
s kanamycinem (50 mg/1). Takto byly A. tumefaciens kultivovany ti dny.

Nasledné¢ bylo po tfech vyrostlych koloniich zaockovano do dvou 50 ml
Erlenmeyerovych banék do 5ml YEB+MgSO, srifampicinem (100 mg/l) a
kanamycinem (50 mg/1). Tyto kultivovany 18 hodin.

Vlastni transformace rostlin
Vyrostlé protokormy Dactylorhiza fuchsii byly pinzetou pieneseny do 20 ul tekutého
média SU4 v plastovych Petriho miskach priméru 9 cm. K médiu bylo piipipetovano

40 ul narostlé suspenze A. tumefaciens s vektorem pVKH nesoucim konstrukt
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DR5rev::GFP. Misky byly uzavieny parafilmem a kultivovany v kultivaénim prostoru C
ve tmé& papirové krabice po dobu dvou dnil.

Nasledné byly protokormy pieneseny pinzetou do sterilnich plastovych zkumavek a
sedimentovany centrifugaci (Universal 32R, Hettich Zentrifugen; 1 min; 5000 RPM;
20°C). Odstranéna vétSina supernatantu, piipipetovano 18 ml SU4 média s claforanem
(250 mg/l) a hygromycinem (18 mg/l), promichano, centrifugovdno opét za stejnych
podminek.

Vrstva se sedimentovanymi protokormy (mirné nade dnem) odebrana usttizenou 10 ml
Spickou (automatickou pipetou) a prenesena do sterilni 100 ml Erlenmeyerovy banky.

Dolito médiem SU4 s claforanem a hygromycinem na objem cca 50 ml.

Regenerace rostlin

Protokormy byly ve zminéném tekutém SU4 médiu s claforanem a hygromycinem
kultivovany za stalého tfepani ve tm¢ papirové krabice na tfepacce KS250 basic (IKA
Labortechnik; 150 RPM) v kultiva¢nim prostoru B po dobu 24 dna. Po této dobé byly
pfesazeny pinzetou na tuhé médium 1/4-2 s claforanem (250 mg/l) a hygromycinem
(18 mg/l) do plastovych Petriho misek priméru 9 cm. Misky byly zaparafilmovéany a

kultivovany ve tmé papirové krabice v kultivaénim prostoru C.

2.10. Analyza endogennich sacharidi hub

Tento experiment byl dosud proveden pouze jako orientacni.

Prvotni timysl analyzovat mycelium vyrostlé na agarovych médiich se ukézal nevhodny.
Mycelium hub se velmi Spatn¢ odebira a nelze jej zbavit zbytkli média, které mohou
vysledky méfeni ovliviiovat. Houby byly proto k tomuto ucelu kultivovany v tekutém
médiu CA.

Mycelium bylo zaotkovano do piiblizné 25 ml tekutého média CA ve 100 ml
Erlenmeyerovych banikach zakrytych alobalem. Nésledujici kultivace probihala ve tmé
papirové krabice v kultivaénim prostoru B po dobu 36 dnd. S kulturami po tuto dobu

nebylo hybano.

Sklizeni kultur
Suspenze mycelia v kultivaénim médiu byla ptelita na kovové sitko (Screens for CD-1,

Size: 40 mesh, Sigma-Aldrich) vlozené v plastové Biichnerové nalevce. Nalevka byla
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pripojena pies odsavaci baiiku k vyvéveé (KNF Neuberger Laboport) a kapalina vakuové

odsavana.

Po odsati kultivacniho média bylo mycelium 3x promyto pufrem HEPES a po jeho

uplném odsati pfemisténo do plastovych nadobek, zamrazeno v tekutém dusiku a dale

zpracovano stejné, jako vzorky rostlinného materialu (popsano v kapitole 2.1.6.).

Jedinou odlisnosti bylo oSetfeni ultrazvukem po dobu 30 minut misto 15.

slozka mnoZstvi na 100 ml vysledna koncentrace
HEPES 142 ¢g 50 mM
MgCl, 9,5 mg ImM

pH 7,6 (IM KOH)

Tabulka 2.4. - sloZeni pufru HEPES. Pufr byl uchovavan ve tmé v chladnicce pii +4°C.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Vliv sacharidu na vvvoj orchideji

Orchideje jsou v ranych fazich svého vyvoje zavislé na vyzivé mykorhizou. Jednémi
z vyznamnych pienasenych latek jsou sacharidy a houba je pro ptislusné vyvojové faze
orchideji nejspise jedinym jejich zdrojem. Charakterizace ucinki sacharidi je tedy pro
pochopeni téchto vztahii zasadni.

Cilem téchto experimenti bylo zjistit, které sacharidy mohou byt vyuZzivany semenacky
vybranych orchideji. Bylo vytvofeno médium SM, které umoziiuje dobry rust
semenackil vybranych orchideji a pfitom neobsahuje zadné nedefinované slozky, které
by mohly obsahovat sacharidy. Jedinym zdrojem sacharidii je pak vtomto médiu

sacharid zamérné ptidany.

3.1.1. Vyvoj ranych fazi semenackii na médiich s vybranymi sacharidy

Cilem bylo zjistit, které sacharidy mohou byt vyuZivany semenacky vybranych
orchideji v ranych fazich vyvoje.

Vysevy byly provedeny piimo na varianty SM média s jednotlivymi sacharidy a
kontrolni variantu bez sacharidii v plastovych Petriho miskadch priméru 9 cm. Byla
vyseta semena DM4; OE1; EDI a SF2. Kultivace probihala 3 mésice ve tm¢ papirové
krabice, z toho 1 mésic v kultiva¢nim prostoru B, poté 2 mésice v kultivaénim prostoru
C. Po této dob¢ byly rostliny hodnoceny a v ptipadé OEl odebrany pro analyzu
endogennich sacharidi. Semena SF2 se ukdazala pfili§ stard a vtomto experimentu
nevykli¢ila. Experimenty se zbyvajicimi tfemi druhy budou vyhodnoceny

v samostatnych kapitolach.

oznaceni pridany sacharid koncentrace
MAL maltoza 50 mM

SOR sorbitol 100 mM
GLU glukoza 100 mM
MAN manitol 100 mM
FRU fruktoza 100 mM
RAF rafindza 33,3 mM
GAL galaktoza 100 mM
SUC sachar6za 50 mM

LAK laktoza 50 mM

F+G fruktoza + glukdza 50 + 50 mM
NIC bez sacharidi 0 mM
Tabulka 3.1. — varianty experimentli zabyvajicich se vyvojem semenackii na médiich s riznymi
sacharidy.
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3.1.1.1. Vyvoj semenalki Ophrys eleonorae v ranvch fazich na vybranvch

sacharidech

Byla vyseta semena OEl. Na vyrostlych protokormech byl hodnocen primér
protokormii, délka vlaskt a obsah endogennich sacharidd.

Primér protokormt zachycuje graf 3.1. NejvétSi protokormy narostly na médiu se
sachar6zou. Jen o néco mensi protokormy narostly na médiich s glukézou a rafinézou.
Nejmensi protokormy kupodivu nebyly na médiu bez sacharidi, ale na médiu
s galaktozou. Protokormy na médiich s fruktézou a manitolem byly primérné stejné
velké, jako na médiu bez sacharidii. Na médiich s laktdézou, maltézou, sorbitolem a
kombinaci fruktozy s gluk6zou byly protokormy velikosti mezi variantou bez sacharida
a variantou se samotnou glukoézou. Rozdily mezi popsanymi kategoriemi byly
statisticky prikazné na hladin€ a=0,05 %. Zajimav¢ je, Ze na médiich s fruktézou byly
vyrostlé protokormy dosti variabilni. VétSina jich ziistala v ranych fazich svého vyvoje,
malé ¢ast vSak tuto fazi piekonala (viz. odlehlé hodnoty grafu 3.1.A) a vyvijela se dale
v protokormy srovnatelné velikosti, jako na sachardze ¢i glukoze (obr. 3.1.).

Délku vlaska zachycuje graf 3.2.. Nejdelsi vlasky byly na médiu s rafindézou. Jen o malo
kratsi pak vyrostly na médiich se sacharézou a laktézou (rozdil neprikazny). Na médiu
s galaktozou se vlasky netvotily vitbec. Podobnych délek, jako na médiu bez sacharidi
dosahovaly vlasky na médiich s fruktézou, manitolem a kombinaci fruktézy s glukézou.
Délka vlaski na glukoze, maltdze a sorbitolu byla mezi hodnotami pozorovanymi na
médiu bez sacharidii a na médiu se sacharézou.

Obsah endogennich sacharidi zobrazuje graf 3.3.. Vzhledem k malym rozmériim rostlin
v mnohych variantdch nebylo mozné analyzovat dostate¢né mnozstvi vzorkll pro
statistick¢é zpracovani. Ze ziskanych vysledkl Ize vSak piesto poukdzat na zajimavé
souvislosti. Na médiu bez sacharidii se v rostlinném materidlu nepodafilo detekovat
zadné endogenni sacharidy. Rostliny na médiu s galaktézou neobsahovaly
v detekovatelné mife zddny dal$i sacharid. Vezmeme-li v tivahu velikost protokormil
v této varianté se zda velice pravdépodobné, ze galaktéza viibec metabolizovana neni.
Na médiich s laktézou, maltézou a manitolem byla podobna situace, kdy protokormy
obsahovaly velké mnozstvi piislusného dodan¢ho sacharidu a mensi mnozstvi dalSich
sacharidi. Tyto sacharidy jiz tedy metabolizovany byt mohou. V protokormech na
médiu s maltézou byly pritomné dva dalsi sacharidy, jez se vSak s vyuzitim dostupnych

standardd nepodaftilo identifikovat. V protokormech na médiu s laktézou byla kromé
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jednoho z téchto neidentifikovanych sacharidli pfitomna sachardza. V protokormech na
médiu s manitolem byla kromé& dvou neidentifikovanych sacharidi detekovatelna mala
mnozstvi fruktézy, glukézy a sachardzy V protokormech na ostatnich variantich jiz
bylo vyssi zastoupeni sachardzy; méné na médiich s fruktéozou a jeji kombinaci se
sachar6zou, vice pak na médiich s glukozou, rafin6zou, sorbitolem a nejvice na médiu
se sachar6zou. Exogenné dodany sacharid v protokormech tvofil vzdy vétSinu obsahu

endogennich sacharidii s vyjimkou rafindzy, kterd tvofila méné néz 10 % obsahu

celkovych sacharidu.

obrazek 3.1. —
protokormy Ophrys
eleonorae na médiu
s fruktozou. OE1 po
tiech mésicich
kultivace.

10 mm

obrazek 3.2. — protokormy
Ophrys eleonorae na médiu
bez sacharidi. OE1 po
ttech mésicich kultivace.
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Graf 3.1. — Pramér protokorm® Ophrys eleonorae na médiich s riznymi sacharidy. A,B: rizna vyneseni
stejnych dat. Rostliny OE1. Na ose x jednotlivé varianty, na ose y pramér protokormti [mm]. Usecky
v grafu B zobrazuji smérodatné odchylky celkového obsahu sacharidt, odlisna pismena nad sloupci znaci

rozdily v celkovém obsahu sacharidu statisticky prikazné na hladiné 0=0,05 %.
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Graf 3.2. — Délka vlaski Ophrys eleonorae na médiich s riznymi sacharidy. A,B: rizna vyneseni
stejnych dat. Rostliny OE1. Na ose x jednotlivé varianty, na ose y délka vlaska [mm]. Use&ky v grafu B
zobrazuji smérodatné odchylky celkového obsahu sacharidti, odlisna pismena nad sloupci znaci rozdily

v celkovém obsahu sacharidu statisticky prikazné na hladiné 0=0,05 %.
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Graf 3.3. — Endogenni sacharidy protokormt Ophrys eleonorae. A: obsah sacharidd. B: zastoupeni
sacharidii. Rostliny OE1. Na ose x jednotlivé varianty. Use¢ky zobrazuji smérodatné odchylky celkového
obsahu sacharidii, odlisnd pismena nad sloupci znaéi rozdily v celkovém obsahu sacharidii statisticky

prikazné na hladiné 0=0,05 %.
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3.1.1.2. Vvvoj semenacka Oeceoclades decaryana v ranvch fazich na vybranvch

sacharidech

Tento druh byl vybran jako zastupce podceledi Epidendroideae. Protokormy viibec
nevytvarely vlasky, proto byl hodnocen pouze primér protokormi. Experiment byl
proveden pouze v jediném opakovani. Kromé konecného hodnoceni po 3 mésicich
kultivace byl primér protokormii hodnocen také 5 tydnl po vysevu. Vysledky
zobrazuje graf 3.4.. Protokormy na médiu s laktézou nerostly, dosdhly pouze velikosti
protokormit na médiu bez sacharidii (obr. 3.4.). Na médiich s maltézou a rafindézou
protokormy pfirtistaly pouze velice pomalu. Na médiich se zbylymi sacharidy,
fruktozou, glukézou, sachar6zou a kombinaci fruktozy s glukozou, rostly protokormy
velice dobie (obr. 3.3.).

Nejspise tedy mohou dobie vyuzivat fruktozu, glukozu i sachardzu. Maltdza a rafindza

mohou byt metabolizovany jen v malé mife a lakt6za nejspiSe vyuzivana neni.

obrazek 3.3. -
protokormy
Oeceoclades
decaryana na médiu
se sacharozou. ED1
po tirech mésicich
kultivace.

obrazek 3.4. —
protokormy
Oeceoclades
decaryana na médiu
bez sacharidi. ED1
po ti‘ech mésicich
kultivace.
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Graf 3.4. — Pramér protokormt Oeceoclades decaryana na médiich s riznymi sacharidy. A,B: ruzna
vyneseni stejnych dat. Rostliny ED1. Na ose x jednotlivé varianty, na ose y primér protokormd [mm].
Usecky v grafu B zobrazuji smérodatné odchylky celkového obsahu sacharidii, odlina pismena nad

sloupci znaci rozdily v celkovém obsahu sacharid statisticky prukazné na hladiné a=0,05 %.
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3.1.1.3. Vvvoj semenacka Dactylorhiza majalis v ranvch fazi na vybranvch

sacharidech

Vysev tohoto druhu se nezdafil. Vykli¢ila pouze velmi malé ¢ast semen. Nebyla proto
hodnocena ani délka vlaskli, ani obsah endogennich sacharidd. Jedinym vystupem
experimentu je tedy prumér protokormi na médiich sriznymi sacharidy, ktery
zachycuje graf 3.5..

Protokormy dosahovaly nejvétSich velikosti na médiich s fruktézou, sachardézou a
kombinaci fruktozy s glukézou. Mensi velikosti pak dosahly protokormy na médiich
s glukozou, laktdézou, rafindzou a sorbitolem. Jest€ o trochu mensi protokormy pak
vyrostly na médiu s manitolem a v dobé hodnoceni experimentu byly jiz narozdil od
ostatnich variant v§echny odumfielé. Na médiu bez sacharidii nebyly pozorovany zadné
vyrostlé protokormy a na médiu s galaktézou pouze jediny, velmi maly protokorm.
Nejspise tedy galaktéza vyuzivana neni. Glukdza, laktdéza, manitol, rafin6za a sorbitol
mohou byt castecné metabolizovany. Frukt6za a sachardza pak umoziuji dobry rust
semendcki. Relativné Spatny riist semendckt na médiu s glukézou by nasvédCoval

mozné inhibi¢ni roli glukézy v ranych fazich vyvoje.

ab
o5 | bC a
2 g
-§15 c Cd Cd Cd
3 J
: i | I
5 d
5 ' T B
o
0,5 1+ —
0 ’_‘

FRU F+G GLU GAL LAC MAN RAF SOR suc

Graf 3.5. — Primér protokormt Dactylorhiza majalis na médiich s riiznymi sacharidy. Rostliny DM1. Na
ose x jednotlivé varianty. Usedky zobrazuji smérodatné odchylky celkového obsahu sacharidii, odlisna

pismena nad sloupci znaci rozdily v celkovém obsahu sacharidi statisticky prikazné na hlading

0=0,05 %.
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3.1.2. Vyvoj semenacki v pozdéjSich fazich na vybranych sacharidech

Tento experiment byl zalozen pro ovéfeni moznych rozdili ve vyuZzivani sacharidi
semendcky v ruznych fazich vyvoje. Byly pouzity predpéstované semendcky DMI
(vysety do 100 ml Erlenmeyerovych banék s 50 ml média 1/4-2, kultivovany ve tmé
papirové krabice v kultivaénim prostoru B po dobu 8 mésicit). Rostliny byly nasazeny
do plastovych Petriho misek priméru 9 cm s variantami SM média s riznymi sacharidy
a kontrolni variantou bez sacharidl.. Pouzité sacharidy a jejich oznaleni byly stejné,
jako u predchozich experimentt (kapitola 3.1.1.). Kultivace probihala na svétle (Petriho
misky ve vertikalni poloze ve stojanku) v kultivaénim prostoru D po dobu 3 mésict. Po
této dob¢ byly hodnoceny pfirtistky délky a Sitky protokormt, délky pryth a délky
kotend. Rostliny byly zaroven odebrany pro analyzu endogennich sacharida.

Endogenni sacharidy byly ve vSech variantach pomérné podobné. Nejvétsi zastoupeni
méla sacharéza nésledovana piedevsim glukézou a malym mnozstvim fruktozy.
Vyjimkou byly rostliny na médiu s manitolem, které tento sacharid akumulovaly ve
vysokych koncentracich a tvofil tak vétSinu celkového obsahu sacharidi. Kromé
zminénych sacharida byly ve vyznamném mnoZzstvi zastoupeny jesté sorbitol u varianty

na médiu se sorbitolem a rafin6za u varianty na médiu s rafindzou.

W protokormy
O pryty
O kofeny

14

12 4

.

celkové pfirtistky [mm]

1 L gl

FRU F+G GLU MAL MAN NIC RAF SOR SucC

Graf 3.6. —Ptiristky semenackt Dactylorhiza majalis na médiich s riznymi sacharidy. Rostliny DM1. Na
ose x jednotlivé varianty. Usetky zobrazuji smérodatné odchylky (hodnota smérodatné odchylky pryti ve

variant¢ SUC: 15,35). Statisticky prikazné rozdily znaci tabulka.
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varianta GLU sSuC FRU F+G SOR NIC MAL MAN RAF
protokormy a ab ab ab bc o c c C
pryty b a b ab c o c c o
koreny ab a ab a b b ab b b

tabulka 3.2. — data ke grafu 3.6. Odli$na pismena znaci rozdily statisticky prtikazné na hladiné a=0,05 %.
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Graf 3.7. — Endogenni sacharidy semenack Dactylorhiza majalis. A:

obsah sacharidli. B: zastoupeni

sacharidi. Rostliny DMI1. Na ose x jednotlivé varianty. Usetky zobrazuji smérodatné odchylky

celkového obsahu sacharidii, odliSna pismena nad sloupci znaci rozdily v celkovém obsahu sacharidd

statisticky prikazné na hladiné a=0,05 %.

65



Experimentalni ¢ast

varianta veli¢ina rafinéza sacharéza glukéza ? fruktéza inositol ? ? manitol sorbitol celkem
pramér 0,00 66,92 23,09 0,00 0,00 4,06 0,00 0,34 1,35 0,00 0,00 95,75
LAC SD 0,00 9,10 3,07 0,00 0,00 1,22 0,00 0,68 0,39 0,00 0,00 13,05
pramér 0,00 72,72 24,82 0,00 0,55 6,16 0,00 3,99 1,56 0,00 0,00 109,80
MAL SD 0,00 7,93 3,01 0,00 0,77, 1,55 0,00 3,36 1,33 0,00 0,00 8,79
pramér 0,00 30,00 20,17 9,31 0,00 5,34 4,26 1,62 2,32 116,90 0,00 189,94/
MAN SD 0,00 1,56 2,69 2,14 0,00 1,85 0,74 1,44 0,85 9,18 0,00 5,17
pramér 0,00 50,89 25,19 2,21 0,00 5,00 0,00 2,48 2,50 0,00 16,62 104,89
SOR sD 0,00 1,77 2,88 0,81 0,00 2,39 0,00 2,32 1,41 0,00 2,29 9,73
primér 0,00 66,70 24,17 0,00 0,53 5,04 0,25 0,93 2,70 0,00 0,00 100,34
Suc SD 0,00 18,63 6,40 0,00 0,78 1,27 0,51 0,82 1,48 0,00 0,00 24,31
pramér 0,00 64,90 26,00 0,00 0,00 7,34 0,00 0,00 1,72 0,00 0,00 99,97
FRU SD 0,00 13,04 4,17 0,00 0,00 2,77 0,00 0,00 1,16 0,00 0,00 12,24
pramér 0,00 41,75 21,34 0,00 0,63 2,52 0,00 0,00 1,35 0,00 0,00 70,51
GLU SD 0,00 4,36 2,31 0,00 0,64 0,47 0,00 0,00 0,68 0,00 0,00 8,19
pramér 0,00 72,26 27,28 0,00 0,00 5,99 0,00 0,00 1,21 0,00 0,00 106,74/
F+G SD 0,00 19,42 5,94 0,00 0,00 2,75 0,00 0,00 1,17 0,00 0,00 28,38
primér 9,85 54,49 24,59 0,00 0,00 4,27 0,89 0,00 1,98 0,00 0,00 96,07,
RAF SD 3,45 1,23 3,58 0,00 0,00 1,42 1,26 0,00 0,23 0,00 0,00 9,42
pramér 0,00 45,04 14,30 0,00 0,00 5,21 0,00 4,29 5,52 0,00 0,00 74,36
NIC SD 0,00 6,97 6,90 0,00 0,00 2,51 0,00 0,40 0,85 0,00 0,00 15,30
tabulka 3.3.- data ke grafu 3.7. (SD: smérodatna odchylka).
varianta veli¢ina rafinéza [sachar6za |maltéza |laktéza melibiéza  [glukéza [galaktéza ? ? fruktéza ? ? manitol sorbitol celkem
F+G primér 0,00 24,40 0,00 0,00 0,00 72,68 0,00 0,000 0,00 64,94 0,00 2,57 0,00 0,00 164,58
FRU pramér 0,00 20,63, 0,00 0,00 0,00 8,54 0,00 0,00 0,00 124,88 0,00 0,00 0,00 0,00 154,05
GAL 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 130,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 130,09
pramér 0,00 54,63 0,00 0,00 0,00 104,80 0,00 0,000 0,00 7,34 2,69 4,29 0,00 0,00 173,75
GLU SD 0,00 6,29 0,00 0,00 0,00 7,48 0,00 0,00 0,00 0,38 0,51 1,62 0,00 0,00 13,17
pramér 0,00 12,54 0,00 131,70 0,00 0,00 0,00 0,000 0,00 0,000 9,25 0,00 0,00 0,00 153,49
LAC SD 0,00 3,67 0,00 26,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,99 0,00 0,00 0,00 23,03
MAL pramér 0,00 0,00 108,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 9,69 4,51 0,00 0,00 122,31
MAN pramér 0,00 6,83 0,00 0,00 0,00 1,90 0,00] 18,83 0,00 2,79 1,85 0,00 172,78 0,00 204,98
NIC pramér 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
pramér 12,12 53,48 0,00 0,00 31,49 27,99 1,64/ 0,00[ 0,00 16,21 5,92 0,86 0,00 0,00 137,61
RAF SD 9,77 7,69 0,00 0,00 12,65 10,61 1,20/  0,00[ 0,00 442 0,98 1,06 0,00 0,00 33,58,
SOR 1 0,00 37,65 0,00 0,00 0,00 0,00 7,38 0,00 7,59 0,00 9,02 5,01 2,21 76,92 145,78
pramér 0,00 133,58 0,00 0,00 0,00 68,02 0,00 0,000 0,00 31,96] 2,02 4,73 0,00 0,00 240,30
Suc SD 0,00 9,98 0,00 0,00 0,00 5,70 0,00 0,00 0,00 3,19 0,52 0,13 0,00 0,00 18,96

tabulka 3.4. - data ke grafu 3.3. (SD: smérodatna odchylka, uvedena pouze pokud byly zméteny 3 nezavislé vzorky).
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3.1.3. Vyutziti trehaldézy

Experimenty zaméfujici se na moznost vyuziti trehaldzy byly z technickych divodi
zalozeny oddélené. Rostliny byly péstovany v plastovych Petriho miskach priméru
6 cm variantami SM média se sacharidy glukézou, sachardzou, trehaldozou a kontrolni

variantou bez sacharidi. Oznaceni bylo obdobné piedchozim experimentim:

oznaceni pridany sacharid koncentrace
GLU glukoza 100 mM
SUC sacharoza 50 mM

TRE trehal6oza 50 mM

NIC bez sacharidi 0 mM

tabulka 3.5. — varianty experimenti zabyvajicich se vyuzitim trehalozy

Byly zalozeny dva experimenty:
1) vysev Dactylorhiza majalis (DM3). Kultivace ve tmé papirové krabice
v kultiva¢nim prostoru D po dobu 4 mésicu.
2) piesazeni semenacka Dactylorhiza maculata ssp. maculata (DN1) na
experimentalni média. Kultivace ve tmé papirové krabice v kultivaénim prostoru
D po dobu 4 mésicii. (Pfedpéstovany: vysev do 100 ml Erlenmeyerovych banék
scca S0 ml média 1/4-2, kultivovany 5 mésici ve tmé papirové krabice
v kultiva¢nim prostoru B, poté 3 mésice v kultivacnim prostoru F.)
Po vySe uvedené dob¢ kultivace byly rostliny hodnoceny a v ptipadé DN1 odebrany pro
analyzu endogennich sacharida.
Vysev Dactylorhiza majalis
Semena v tomto experimentu velmi Spatné kliCila. V jednotlivych Petriho miskach
vyrostlo jen malé mnoZstvi protokormi. Jedinym vyhodnocenim je tak mnozstvi
velkych, zdravych, svétlych protokormt vyrostlych v jednotlivych Petriho miskéch
(graf 3.8.). I tyto vysledky vSak jasn¢ dokladaji vyuzitelnost trehalozy semendcky v
ranymi fazich vyvoje Dactylorhiza majalis. Dale poukazuji na mozny inhibi¢ni u¢inek
glukozy béhem ranych fazi vyvoje po vykliCeni, predpokladany jiz v experimentu s
vysevem tohoto druhu na ostatni sacharidy (kapitola 3.1.1.3.).
Riist semenacki Dactylorhiza maculata ssp. maculata
Nejvétsi prirustky semenacktt byly pozorovany na médiu se sachardézou, niz$i na

médiich s glukozou, trehaldzou a nejnizsi na médiu bez sacharidi (graf 3.9.).

67



Experimentalni ¢ast

Vz4jemné zastoupeni endogennich sacharidi bylo u vSech variant podobné. Sachardza
tvofila pfes 60 % celkového obsahu sacharidi, nasledovana glukézou, malym
mnozstvim fruktézy a dalSich neidentifikovanych sacharidi. Fruktdza nebyla pfitomna
pouze u rostlin na médiu bez sacharidi. Celkovy obsah sacharidli pak byl vyrazné nizsi

na médiu bez sacharidl, nez na v§ech ostatnich variantach (graf 3.10.).

14 Graf 3.8, —Polet semenacki
12 a Dactylorhiza majalis na médiich
o a s riznymi sacharidy. Rostliny DM3.
2 10 - Use¢ky  zobrazuji ~ smérodatné
E odchylky, odlisnd pismena nad
L=} 8 | - v ’ r
£ sloupci znaci rozdily v celkovém
% 5 | obsahu sacharidd statisticky
S prikazné na hlading =0,05 %.
g 4 - SMG - SM médium s glukézou
o
a b 1 SMN - SM bez sacharidu
2 - b BN SMS - SM médium se sachardzou
0 1 SMT - SM médium s trehalézou
SMG SMN SMS SMT
varianty
* Graf 3.9. —Piirtstky semenacku
@ protokormy
o Pty i Dactylorhiza maculata s.s. na
O kofen
201 : médiich s rizngmi  sacharidy.
z Rostliny DN1. Na ose x jednotlivé
E 151 varianty. Usecky zobrazuji
=
2 | smérodatné odchylky (pryty SUC:
s
E 10 1 25,32; pryty GLU: 25,01), odlisna
] [ pismena nad sloupci znaéi rozdily
s T v celkovém  obsahu  sacharidd
statisticky prukazné na hladiné
0 ‘ ﬁ a=0,05 %.
NIC TRE suc GLU
varianta NIC TRE SucC GLU
protokormy c b a ab
pryty c bc a b
kofeny c bc ab a

Tabulka 3.6. - data ke grafu 3.9. Odli$na pismena znaci rozdily statisticky prikazné na hladiné 0=0,05 %.
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Graf 3.10. — Endogenni sacharidy semenacka Dactylorhiza maculata ssp. maculata. A: obsah sacharidi.

B: zastoupeni sacharidii. Rostliny DN1. Na ose x jednotlivé varianty. Usedky zobrazuji smérodatné

odchylky celkového obsahu sacharidt, odlisna pismena nad sloupci znaci rozdily v celkovém obsahu

sacharidu statisticky pritkazné na hladiné 0=0,05 %.

varianta veli¢ina sucttre glukéza fruktéza ? ? ? celkem
prumer 56,63 32,13 3,13 0,83 0,19 0,94 93,85
GLU SD 19,29 6,35 2,43 0,86 0,33 1,63 23,67
prumer 64,93 20,45 0,96 0,76 0,16 0,46 87,73
TRE SD 7,62 6,39 0,61 0,74 0,28 0,80 9,83
prumer 69,79 23,40 4,72 0,00 0,00 0,00 97,91
SucC SD 6,29 2,23 1,08 0,00 0,00 0,00 5,46
prumer 37,57 6,60 0,09 0,00 1,14 1,15 46,56
NIC SD 5,06 0,87 0,09 0,00 1,14 1,15 3,55

Tabulka 3.7. - data ke grafu 3.10. (SD: smérodatna odchylka).
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3.2. Obsah endogennich sacharidii v semenech orchideji

O moZzném obsahu rozpustnych sacharidii v semenech orchideji existuje patrné jedina
zminka (Manning et Van Staden, 1987). Jejich obsah pritom muze byt pro kli¢eni
semen s malym mnozstvim zasobnich latek vyznamny.

Byla proto analyzovdna semena nékolika druhi orchideji, uvedenych v tabulce 3.8..

Semena byla zpracovdna a analyzovéna stejné, jako ostatni vzorky rostlinného

materialu.
druh puvod datvu m zméi'enoo
sbéru vzorku

Anacamptis papilionacea s.s. | Albania, Bistrica 6.5.2009 2
Dactylorhiza incarnata s.s. v kultufe 1.9.2006 2
Dactylorhiza majalis CR, Kokotinsko 5.7.2009 3
Himantoglossum robertianum | EAAada, MecowoBvi 7.5.2009 2
Orchis purpurea v kultufe 30.5.2009 1
Sobralia dichotoma Peru, Machu Picchu 2008 3

Tabulka 3.8. - semena analyzovana na obsah rozpustnych sacharidi

Vysledky zobrazuje graf 3.11.. Vzhledem k malé velikosti semen bylo analyzovano
pouze malé mnozstvi vzorkll. Vysledky proto nebyly zpracovany statisticky (tab. 3.9.).
Ve vSech semenech byly detekovany endogenni rozpustné sacharidy. Hlavnim
sacharidem byla sacharoza a s vyjimkou Himantoglossum robertianum tvofila nad 70 %
celkovych sacharidi. Déle byly obsazeny glukédza, fruktdéza a u nékterych druhid téz
neidentifikované sacharidy a sacharid, ktery se je dle retencnich Casti nejspiSe inositol.
U zminéného Himantoglossum robertianum tvofila sacharéza pouze pies 40 %
celkovych sacharidii, nasledovana glukézou (pfes 20 %), pravdépodobnym inositolem
(ptes 10 %), dale fruktéozou a dvéma neidentifikovanymi sacharidy (vSe pod 10 %).
Celkovy obsah sacharida byl nejvyssi u Sobralia dichotoma. Nizsi obsah endogennich
sacharidu vykazovaly Dactylorhiza majalis, Himantoglossum robertianum, Anacamptis
zaznamenan u Orchis purpurea. Vysledky jasné ukazuji, ze dormantni semena orchideji

obsahuji rozpustné sacharidy.
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2o Graf 3.11. — Endogenni sacharidy
100% -
semen ruznych orchideji. A: obsah
90% |
_ 9 T sacharidi. B: zastoupeni sacharidi. Na
g 80% . . .
;§ 5 o? ose x jednotlivé rostliny: DM:
a o? 5 70% o? . - .
2 @ inositol2? § o? Dactylorhiza majalis, AP: Anacamptis
£ ) & .. o
S 40| oiukeza | 15 00% ] arese™ | papilionacea s.s. HR:
= n? » O fruktéza ’
3 o/ | - -
2 a? g 0% 7 Himantoglossum robertianum, SO:
2 301 o glukdza 2 40% | o? ) ) )
§ m sacharéza -og 0 o glukdza Sobralia dichotoma, OP: Orchis
c 5 L.
T 204 N 30% 1 m=char’z ] purpurea, DI: Dactylorhiza incarnata.
Q2
° 0 20% 1 Usecky zobrazuji smérodatné
10% 1 odchylky celkového obsahu sacharidi.
0 0% +
DM AP HR SO oP DI A B
druh oznaceni  |veli€ina sachar6za |glukéza ? ? fruktéza inositol??  |? ? celkem
Dactylorhiza majalis DM pramér 35,26 2,04 0,00 0,00 1,65 0,38 0,44 0,00 39,76
Dactylorhiza majalis DM SD 3,38 0,43 0,00 0,00 0,54 0,54 0,62 0,00 4,85
I/Anacamptis papilionacea s.s. AP 1. vzorek 23,28 1,55| 0,45 0,00 0,80 0,66 0,00 0,74 27,47
I/Anacamptis papilionacea s.s. AP 2. vzorek 21,52 1,61 0,92 0,00 1,66 2,45 0,00 0,00 28,16
Himantoglossum robertianum HR 1. vzorek 14,22 6,92 0,61 0,00 2,08 3,45 0,00 1,92 29,19
Himantoglossum robertianum HR 2. vzorek 15,14 7,74 0,95] 0,00 1,96 4,65| 0,00 4,31 34,75
Sobralia dichotoma SO pramér 55,04 0,53 0,00 0,03 1,61 0,34 0,00 0,00 57,53
Sobralia dichotoma SO SD 4,89 0,38 0,00 0,04 0,14 0,48 0,00 0,00 4,56
Orchis purpurea OoP 1. vzorek 12,04 0,96 0,00 0,00 1,07| 0,00 1,06 0,00 15,14
Dactylorhiza incarnata DI 1. vzorek 25,00 0,91 0,00 0,00 1,71 0,00 0,00 0,00 27,63
Dactylorhiza incarnata DI 2. vzorek 17,38 3,54 0,00 0,00 1,11 0,00 0,00 1,02 23,05

tabulka 3.9. - data ke grafu 3.11. (SD: smérodatna odchylka, uvedena pouze pokud byly zméfeny 3 nezavislé vzorky).
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3.3. Obsah endogennich sacharidii v mykorhiznich houbich

Cilem bylo identifikovat hlavni endogenni sacharidy mykorhiznich hub orchideji.

Byly testovany 3 izolaty hub: FU-6, FU-9-1b a FU-10-1. Kultivace a zpracovani vzorkt

je popsana v kapitole 2.8..

Vsechny 3 izolaty obsahovaly vyznamna mnozstvi monosacharidii glukézy 1 fruktozy.

Manitol byl u izolati FU-6 a FU-9-1b pfitomen v relativné¢ malém mnozstvi, zatimco

uizolatu FU-10-1 tvotil takika polovinu celkového obsahu sacharidi. V relativné

malém mnoZzstvi byly u vSech izolati zastoupeny disacharidy sacharoza ¢i trehaldza

(pouzity systém je neumoziuje odliSit). U izolatu FU-10-1 byla navic detekovana mala

mnozstvi dvou sacharidd, jez se nam s vyuzitim dostupnych standardi nepodafilo

identifikovat. Vysledky shrnuje graf 3.12.
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Graf 3.12. — Endogenni sacharidy mykorhiznich hub orchideji. A: obsah sacharidi. B: zastoupeni

sacharidii. Suc+tre: sachardza + trehaléza. Na ose x jednotlivé izolaty hub. Use¢ky zobrazuji smérodatné

odchylky celkového obsahu sacharidd, odlisnd pismena nad sloupci znaéi rozdily v celkovém obsahu

sacharidi statisticky prikazné na hladin¢ 0=0,05 %.

izolat veliéina | sacharéza | glukéza ? fruktéza ? manitol | celkem
FU-6 primér 8,55 171,96 0,00 199,43 0,00 7,05 386,99
FU-6 SD 2,55 1,25 0,00 5,41 0,00 1,29 4,63
FU-9-1b | primer 4,54 79,23 0,00 103,30 0,00 7,29 194,36
FU-9-1b |SD 1,07 13,92 0,00 11,93 0,00 1,15 28,00
FU-10-1 | pramér 1,87 18,72 5,65 39,17 6,32 67,93 139,66
FU-10-1 |SD 0,55 8,07 0,49 11,54 0,44 9,00 17,92

Tabulka 3.10. — hodnoty ke grafu 3.12. [pg/mg susiny]. SD: smérodatna odchylka.
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3.4. Vliv fytohormonu na vvvoj orchideji

Kromé sacharidi se v regulaci mykorhiz mohou uplatiiovat také fytohormony. Tyto
latky jsou nejen syntetizovany piimo rostlinami pro ovlivnéni jejich vlastniho rastu, ale
také houbami. Studium téchto regulaci u mykorhiznich rostlin tak mtze byt pro
pochopeni vztahii mezi houbou a rostlinou velice pfinosné.

O vlivu fytohormonli na vyvoj semendckti orchideji existuji spiSe kusé informace.
Dosavadni podrobné studie se pak tykaly spiSe nizSich koncentraci fytohormont
s ohledem na optimalizaci kultiva¢nich postupi in vitro (Vejsadova 2006). Pro
pochopeni regulace fytohormony v malych semenackach orchideji zavislych na
endomykorhize byly provedeny experimenty sledujici vliv fytohormonti také ve vyssich

koncentracich.

3.4.1. U¢inek vybranych fytohormonii na rané fize vyvoje semenacki

Kromé vyvoje semendckid neni mnoho zndmo ani o vlivu fytohormonid na vlastni
kliceni semen. Cilem téchto experimentii tak bylo jednak odliSeni ti¢inku fytohormonti
na vlastni kli¢eni semen a déle charakterizace morfologickych zmén, které aplikace
fytohormonil zptsobi. Byla proto sledovana oddélené velikost protokormli zahy po
vykliceni a pozdéjsi morfologické zmény vyvolané aplikaci fytohormonta. Velikost
protokormit po vyklieni byla méfena z obrazki nasnimanych 18 dnt po vysevu a
v ptipad¢ potieby také pozdéji (uvedeno u jednotlivych experimentti). Dalsi
morfologické hodnoceni bylo provadéno po dvou a tiech mésicich od vysevu.
Experimenty byly pfednostné¢ provadény s Dactylorhiza majalis. Vysevy byly
provedeny piimo na varianty FM média s riznymi koncentracemi fytohormont a
kontrolni verzi média bez fytohormoni v plastovych Petriho miskach praméru 9 cm.
Vsechny fytohormony byly testovany v koncentracich 0,01; 0,1; 1; 10 a 100 mg/l.
Vyjimkou jsou kombinace fytohormonli BAP a NAA, jejichz koncentrace budou
uvedeny v popisu piislusného experimentu. Vysevy byly vzdy kultivovany ve tmé
papirové krabice v kultivaénim prostoru C. Hodnocen byl u vSech variant primeér
protokormli 18 dnil po vysevu pro odliSeni mozného Uc¢inku na kliceni, a déale v rlizny
¢as dle pozorovanych zmén.

Seznam téchto experimentii uvadi tabulka 3.11..
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k‘?d nazev taxonu pouzité fytohormony
vysevu

AP1 Anacampris papilionacea s.s. ABA

AP1 Anacampris papilionacea s.s. GA;

DF2 Dactylorhiza fuchsii NAA

DF2 Dactylorhiza fuchsii 2,4-D

DM6 Dactylorhiza majalis kinetin

DM6 Dactylorhiza majalis kinetin ribosid
DM7 Dactylorhiza majalis GA;

DM7 Dactylorhiza majalis ABA

DM8 Dactylorhiza majalis kinetin

DM8 Dactylorhiza majalis kinetin ribosid

DM9 Dactylorhiza majalis kombinace
DM9 Dactylorhiza majalis BAP
DM10 Dactylorhiza majalis ABA
DM10 Dactylorhiza majalis GA;
HR1 Himantoglossum robertianum ABA
HR1 Himantoglossum robertianum GA;

Tabulka 3.11.. — vysevy na varianty FM média s fytohormony

3.4.1.1. Vliv auxinii na semenac¢ky v rané faze vyvoje

Cilem tohoto experimentu byla charakterizace morfogennich ucinki auxinii na
protokormy rodu Dactylorhiza. V dob¢ zakladani experimentu vSak nebyla k dispozici
semena zvoleného druhu Dactylorhiza majalis v dostatecném mnozstvi. Experiment byl
proto proveden s pfibuznym druhem Dactylorhiza fuchsii (DF2). Dale bude
predpokladano, Ze obecné regulacni mechanismy protokormu jsou u obou téchto druhi

podobné.

Vliv na velikost protokormii po vyklic¢eni

Hodnoceni délky protokormii po 18 dnech kultivace neukdzalo silnou inhibici ani
stimulaci kli¢eni na zadné testované koncentraci fytohormonti (graf 3.13., tabulka
3.12.). Pii aplikaci 2,4-D byl zfetelny inhibi¢ni efekt vysoké koncentrace 100 mg/l
pouze u prvniho opakovani. Pfi aplikaci NAA dochazelo na koncentraci kolem 10 mg/1
ke ztetelné stimulaci rlstu a téZ na koncentraci 100 mg/l byly protokormy delsi, nez u
varianty bez fytohormond. Experiment tedy neprokazal vyrazny ucinek auxini na

kli¢eni semen této orchideje ve fyziologickych koncentracich
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Graf 3.13. — velikost protokormi DF2 na médiich s riznou koncentraci vybranych auxini. Na ose x

koncentrace uvedenych auxini v mg/l média; na ose y prumér protokormid v mm. Na ose y délka

protokormid v mm.

koncentrace [mg/I]
fytohormon | opakovani 0 0,01 0,1 1 10 100
1 ab ab ab ab bc a
2,4-D 2 ab a ab a a a
1 c bc bc c ab o]
NAA 2 c bc b a a

Tabulka 3.12. - data ke grafu 3.13. — statisticky prukazné rozdily mezi variantami na hladin¢ 0=0,05 %.
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Morfologické zmény rostoucich protokormi

NAA:

Na médiu s 0,01 mg/l NAA méla vétSina protokormtl stejny tvar, jako na médiu bez
fytohormonii (obr. 3.5. A), jen nékteré byly mirn¢ protahlejsi. Na médiu s 0,1 mg/l
NAA jiz byla vétSina protokormtli znateln€ protazena do délky. Té€lo protokormu tu
jakoby nerostlo rovnomérné za vzniku kulovitého utvaru, ale pfiriistalo ptednostné do
délky. Na médiu s 1 mg/l byla odezva nejvyrazngjsi (obr. 3.5.B). VétSina protokormit
reagovala vznikem polarné rostoucich protazenych utvart. Tyto mély zjevné piivod ve
vlastnim téle meristému a charakter téchto ,,vyhoni* neodpovidal prytu. Jen vyjimecné
se na konci tohoto utvaru zakladal uvar odpovidajici svou strukturou meristému
neoSetfeného embrya pro vznik prytu. Mensi ¢éast protokormi vSak nereagovala timto
zpusobem okamzite, ale tvorbé popsaného polarné rostouciho utvaru u nich predchazela
tvorba kalusu, ktery az posléze diferencoval v polarné rostouci utvar (obr. 3.5.B
vpravo). Na médiu s 10 mg/l NAA jiz ¢ast protokormii odumirala. Zbylé vytvarely
kalusy, nebo castéji pouze mensi sférické protokormy. Jen nékteré pak reagovaly
dlouzivym rustem podobnym typické odezvé na koncentraci NAA 1 mg/l (obr. 3.5.C).
Na médiu se 100 mg/l NAA se jiz vytvarely pouze malé protokormy, které postupné
odumiraly (obr. 3.5.D).

2,4-D:

Na médiu s 0,01 mg/l 2,4-D mély protokormy stejny tvar, jako na meédiu bez
fytohormonti (obr. 3.6.A). Na médiu s 0,1 mg/l 2,4-D jiz byla ¢ast protokormi ztetelné
protahlejsi. Na médiu s 1 mg/l reagovaly protokormy polarnim rastem za vzniku
protazenych protokormt (SirSich a kratSich oproti NAA) zuzujicich se pozvolna ke
Spi¢ce (obr. 3.6.B). Rustova Spicka téchto protokormii vSak svym charakterem
neodpovidala meristému neoSetfenych protokormil pro vznik prytu. Na médiu s 10 a
100 mg/l 2,4-D se jiz tvotily pouze malé protokormy, znichz ¢ast odumirala (obr.

3.6.0).
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5 mm

obrazek 3.5. — Vliv NAA na vyvoj mladych protokormii. Semena DF2 byla vyseta na médium FM s riznymi koncentracemi NAA. Stav po 3
mesicich kultivace. A: na médiu bez fytohormonti. B: na médiu s 1 mg/l NAA. C: na médiu s 10 mg/l NAA. D: na médiu se 100 mg/l NAA.
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obrazek 3.6. — Vliv 2,4-D na vyvoj mladych protokormi. Semena DF2 byla vyseta na médium FM
s riznymi koncentracemi NAA. Stav po 3 mésicich kultivace. A: na médiu bez fytohormont. B: na médiu

s 1 mg/l 2,4-D. C: na médiu s 10 mg/1 2,4-D.
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3.4.1.2. Vliv cytokinini na semenacky v ranvch fazich vvvoje

Vliv na velikost protokormii

Vliv kinetinu a Kkinetin ribosidu

Byla zaloZena 3 opakovani experimentu, dvé vysevem DM6 a jedno vysevem DMS8. Ve
vSech tfech opakovanich byl efekt kinetinu i kinetin ribosidu podobny. Koncentrace
100 mg/1 jiz inhibovaly kli¢eni semen a zna¢na ¢4st embryi ani neprotrhla osemeni. Na
koncentracich 10 mg/1 byl naproti tomu rlst semenackli podpoten. Tento efekt byl vSak
dobfe patrny az po delsi dobé kultivace, a ziejmé tak neni zpisoben ovlivnénim
vlastniho kli¢eni (grafy 3.14., 3.15., 3.16.).

Vliv BAP

Byla zalozena 2 opakovani vysevem DM9 (graf 3.17.). Pozorovany efekt BAP byl
podobny ucinku kinetinu a kinetin ribosidu. Na médiu s koncentraci BAP 10 mg/1 byl
opét pozorovatelny stimulacni efekt az po delsi dob¢ kultivace. Na médiu s koncentraci
BAP 100 mg/l byl patrny slabsi inhibi¢ni efekt oproti kinetinu i kinetin ribosidu. Po 18
dnech kultivace byl vyvoj protokormil inhibovéan jen v jednom ze dvou opakovani. Po
dvou mésicich kultivace vSak byly protokormy v této varianté jesté trochu vétsi, nez ve
varianté bez fytohormont. Byly vSak jiz vyrazné¢ mensi oproti varianté s koncentraci

10 g/l.

Morfologické zmény rostoucich protokormi

kinetin ribosid:

Na médiu s 0,01 mg/l kinetin ribosidu jiz byly nékteré protokormy vice zakulacené
oproti klasickému hruskovitému tvaru protokormii na médiu bez fytohormonii (obr.
3.7.A). Na médiu s 0,1 mg/l kinetin ribosidu byly jiz protokormy vyrazné vice
zakulacené. Na médiu s 1 mg/l kinetin ribosidu byla vétSina protokormii zhruba kulata a
nékteré zakladaly vice meristematickych vrcholi na pélu pro vznik prytu (obr. 3.8.C).
Na médiu s 10 mg/l kinetin ribosidu vyrastaly protokormy zfeteln¢ deformované
s mohutné narostlou centralni &asti. Casto zakladaly vice meristematickych vrcholti na
polu pro vznik prytu a tyto vrcholy byly mohutnéjsi, nez u neoSetfenych protokormi
(obr. 3.8.B). Obcas na existujicim protokormu vznikl novy pol délicich se bunék
davajici vznik mensim utvarim charakteru protokormii (obr. 3.8.A). Tyto utvary se
nikdy nezakladaly v blizkosti hlavniho meristematického polu. Na médiu se 100 mg/1
kinetin ribosidu se jiz protokormy nevyvijely. Vyrostly pouze v malé kulaté utvary a

dale v ristu nepokracovaly (obr. 3.8.D).
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Kinetin:

Na médiu s 0,01 a 0,1 mg/l kinetinu mély protokormy stejny tvar, jako na médiu bez
cytokininti. Na médiu s 1 mg/I kinetinu jiz byly protokormy zfeteln¢ kulatéjsi, ztracejici
svlj hruskovity tvar. Na médiu s 10 mg/l kinetinu se tvotily kulaté protokormy (obr.
3.7.B), obcas zakladajici vice meristematickych vrcholii na pdlu pro vznik prytu (obr.
3.7.C). Na médiu se 100 mg/1 kinetinu jiZ protokormy nepfirtstaly a zistaly ve fazi po
vykli€eni, jako na médiu se stejnou koncentraci kinetin ribosidu.

BAP:

Na médiu s 0,01 a 0,1 mg/l BAP se vytvarely protahlejsi protokormy se zakulacenou
¢asti u meristematického polu. Na médiu s 1 mg/l BAP se na nékterych protokormech
zakladaly dal$i meristematické vrcholy. Tyto se zakladaly jiz na pomérné malych
protokormech a Casto téz ektopicky mimo oblast meristematického pdlu protokormu pro
vznik prytu (obr. 3.10.). Nemély tvar klasickych meristémt prytt, ale byly vzhledem ke
své délce Sirsi a vznikaly znich spiSe dal§i Casti protokormii. Vytvorily se tak
v nékterych ptipadech také rozvétvené (nejcastéji rozdvojené) protokormy (obr. 3.9.).
Veskera takto vznikld hmota protokorml byla tvofena bunkami s charakterem
odpovidajicim bunkdm v blizkosti meristematického po6lu neoSetfenych protokormti,
neodpovidaly svym charakterem velkym bunkam bazalni Casti, které se ve velké mite
tvofily na médiich s auxiny. Na médiu se 100 mg/l BAP jiz byly protokormy mensi a
kulaté, ale vyse uvedené zmény na nich byly piesto dobie pozorovatelné. Ektopické
meristematické poly se zakladaly velice Casto a v n€kterych piipadech jejich primér

piesahoval polovinu priméru vlastniho protokormu.

koncentrace
vysev fytohormon | doba | opakovani 0 0,01 0,1 1 10 100
DM8 kinetin 1 1 d cd d bc a
DM8 KR 1 1 b b b b b a
DM9 BAP 1 1 a a a a a
DM9 BAP 1 2 b b b b b a
DM9 BAP 2 1 a a a b a
DM6 kinetin 1 1 b c a
DM6 KR 1 1 b b b b a
DM6 kinetin 1 2 b b b c a
DM6 KR 1 2 c c c c b a
DM6 kinetin 2 1 b b a
DM6 KR 2 1 b b b b a
DM6 kinetin 2 2 b b b b a
DM6 KR 2 2 b b b b b a

Tabulka 3.13. — data ke grafim 3.14., 3.15., 3.16., 3.17. — statisticky prikazné rozdily mezi variantami na
hladiné 0=0,05 %.
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Graf 3.14. — velikost protokormii DM6 na médiich s riznou koncentraci kinetinu. Na ose x koncentrace
kinetinu v mg/l média; na ose y primér protokormi v mm. Na svislé ose délka protokorm v mm. Doba

1: méfeni po 18 dnech kultivace. Doba 2: méfeni po 2 mésicich kultivace.
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Graf 3.15. — velikost protokormtt DM6 na médiich s riznou koncentraci kinetin ribosidu. Na ose x
koncentrace kinetin ribosidu v mg/l média. Na ose y délka protokormi v mm. Doba 1: méfeni po 18

dnech kultivace. Doba 2: méfeni po 2 mésicich kultivace.
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Graf 3.16. — velikost protokormit DM8 na médiich s riznou koncentraci kinetinu a kinetin ribosidu. Na

ose x koncentrace vybranych cytokininii v mg/l média. Na ose y délka protokormd v mm. Méteno po 18

dnech kultivace.
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Graf 3.17. — velikost protokormtt DM9 na médiich s riznou koncentraci BAP. Na ose x koncentrace BAP

v mg/l média. Na ose y délka protokormti v mm. Doba 1: méteni po 18 dnech kultivace. Doba 2: méfeni

po 2 mesicich kultivace.
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obrazek 3.7. — Vliv kinetinu na vyvoj mladych protokormi. Semena DM6 byla vyseta na médium FM
s riznymi koncentracemi kinetinu. Stav po 2 mésicich kultivace. A: na médiu bez fytohormont. B,C: na

médiu s 10 mg/I kinetinu.
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obrazek 3.8. — Vliv kinetin ribosidu na vyvoj mladych protokormti. Semena DM6 byla vyseta na médium FM s riiznymi koncentracemi kinetin ribosidu.

Stav po 2 mésicich kultivace. A,B: na médiu s 10 mg/1 kinetin ribosidu. C: na médiu s 1 mg/I kinetin ribosidu. D: na médiu se 100 mg/1 kinetin ribosidu.
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obrazek 3.9. — Vliv BAP na vyvoj mladych protokormti. Semena DM9 byla vyseta na médium FM
s riznymi koncentracemi BAP. Stav po 2 mésicich kultivace na médiu s 10 mg/l BAP. A,B ruzné

protokormy.
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obrazek 3.10. — Vliv BAP na vyvoj mladych protokorml. Semena DM9 byla vyseta na médium FM

s riznymi koncentracemi BAP. Stav po 2 mésicich kultivace na médiu se 100 mg/l BAP.

3.4.1.3. Vliv kombinace NAA a BAP na semenacky v rané fazi vvvoje

Pro lepsi porozuméni ucinku auxinl a cytokininii v regulaci vyvoje protokormi byla
v tomto experimentu vyseta semena Dactylorhiza majalis (DM9) na varianty média FM

s riznymi kombinacemi NAA a BAP. Pouzité koncentrace shrnuje tabulka 3.14..

oznaceni NAA [mg/l] BAP [mg/l]
A 100 0,01
B 100 1
C 10 0,01
D 10 1
E 1 1

Tabulka 3.14. — zastoupeni fytohormonti ve variantdch média FM

Vliv na velikost protokormiu

Experiment byl zalozen ve dvou opakovanich. Po 18 dnech od vysevu nebyla
pozorovatelna inhibice u Zadné varianty. Naopak varianty na médiu s 10 mg/l NAA (C,
D) vykazovaly vyraznou stimulaci ristu protokormi. Po dvou mésicich od vysevu byly

ale rozdily odlisné. Nejdelsi protokormy vyrostly na médiu s vyrovnanou koncentraci
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NAA a BAP (E). Na médiich s 10 mg/l NAA (C, D) byly jen o mélo delsi, nezZ na médiu
bez fytohormont. Ob& varianty s obsahem NAA 100 mg/l pak byly v ristu vyrazné
inhibované oproti kontrole, varianta s niz§im obsahem BAP (A) vice, nez s vy$§im
obsahem BAP (B). Z vysledkd vyplyva, Ze spoluptisobeni auxinli a cytokinini miize
urychlovat vyvoj bezprostiredné po vykliCeni. Vysoké koncentrace NAA (100 mg/l)
inhibuji pouze nasledny vyvoj semenackd, ale nikoliv kli¢eni. Jejich inhibi¢ni efekt pak
lze oslabit pridavkem BAP. Ziejmé je tedy pro vyvoj semendcki spiSe, nez nastaveni

presné hladiny, potfebné ustaveni urcité rovnovahy mezi auxiny a cytokininy.

Morfologické zmény rostoucich protokormi

Na médiich se 100 mg/l NAA vyrostly jen malé protokormy, které posléze odumiely
(podobng, jako na samotné NAA). Na médiich s 10 mg/l NAA se jiz protokormy
vyvijely. Bylo-li v médiu méné¢ BAP (0,01 mg/l), vytvotily se mensi protokormy se
zbytnélou bazéalni casti s velkymi bunkami. Bylo-li v médiu vice BAP (1 mg/l),
vytvorily se v poloviné piipadil velice podobné protokormy (obr. 3.12.A). Druha c¢ast
protokormt jevila tendenci k prodluzovani bazélni Casti az tvorbé zvlastnich polarné
rostoucich utvarti (obr. 3.12.C). Tyto Utvary vSak nedosahovaly délek pozorovanych pii
aplikaci samotné NAA a v nékterych piipadech zahy zbytnély v dalsi jakoby protokorm
(obr. 3.12.B). Podobné¢, ale mnohem intenzivnéji rostouci utvary nediferencujici v nové
protokormy pak byly hlavnim projevem protokormii na médiu s vyrovnanou
koncentraci BAP a NAA (1 al mg/l). Na meristému se vytvarel pol délicich se bun¢k,
znichz vSak nevznikal pryt, ale vlastné pokracovani protokormu. U nékterych
protokormii tu ptevazil spiSe efekt cytokininti — protokormy byly Sirs$i, s mensimi
bunikami (obr. 3.11.B). U jinych protokormi ziejmé prevazil efekt auxinid a vytvarely se
del§i utvary s vétSimi buiikami (obr. 3.11.A). Vzdy vSak dochazelo k prodluzovani

protokormti a diferenciaci jednoho meristematického polu.

varianta
vysev doba | opakovani 0 A B C D E
DM9 1 2 c C ab b a
DM9 1 1 a a a b b a
DM9 2 1 a b b a a a

Tabulka 3.15. — data ke grafu 3.18. — statisticky prukazné rozdily mezi variantami na hladiné 0=0,05 %.
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Graf 3.18. — velikost protokormii DM9 na médiich s riznymi koncentracemi NAA a BAP. Na ose x

pismena oznacuji variantu koncentraci uvedenych fytohormoni (viz. tabulka 3.14.), 0 znac¢i médium bez

fytohormonii. Na ose y délka protokormi v mm. Doba 1: méfeni po 18 dnech kultivace. Doba 2: méteni

po 2 mésicich kultivace.

obrazek 3.11. — Vliv kombinace BAP a NAA na vyvoj mladych protokormti. Semena DM9 byla vyseta

na médium FM 1 mg/l BAP a 1 mg/l NAA. Stav po 2 mésicich kultivace. A,B rizné protokormy.
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obrazek 3.12. — Vliv kombinace BAP a NAA na vyvoj mladych protokormt. Semena DM9 byla vyseta
na médium FM s 10 mg/l NAA a 0,01 ¢i 1 mg/l BAP. Stav po 2 mésicich kultivace. A: na médiu
s 10 mg/l NAA a 0,01 mg/l BAP. B,C: na médiu s 10 mg/l NAA a 1 mg/l BAP.
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3.4.1.4. Vliv ABA a GA; na semenacky v rané fazi vyvoje

Kliceni vétSiny rostlin je inhibovdno ABA a stimulovdno GAj. Literarni udaje u
orchideji sice hovofi o inhibicnim uc¢inku ABA, ale nikoliv o stimula¢nim Géinku GAs.
Pro ovéteni téchto tdaji a zjisténi mozného morfogenniho ucinku téchto fytohormont
na vyvoj semenackli orchideji byly provedeny experimenty s vysevem semen na
varianty média FM s riznymi koncentracemi ABA a GAj. Experiment byl piednostné
proveden s Dactylorhiza majalis (DM7 a DM 10, celkem 4 opakovani) a pro porovnani
jesté s Anacamptis papilionacea s.s. (AP1, bez opakovani) a Himantoglossum
robertianum (HR1, 2 opakovani). Semena Himantoglossum robertianum vsak v tomto
experimentu nevykli¢ila a hodnoceny tedy byly pouze Dactylorhiza majalis a
Anacamptis papilionacea s.s.. Anacamptis papilionacea s.s. kli¢il oproti Dactylorhiza

majalis jen velice pomalu a byl proto hodnocen az 30 dnti po vysevu.

Vliv na velikost protokormi

ABA:

Vysledky zobrazuji grafy 3.19., 3.20., 3.22.. ABA se ukézala inhibi¢ni jiz pro samotné
kliceni semen. Na médiich s koncentracemi 10 a 100 mg/I jiz embrya viibec neprotrhla
osemeni a jen velmi mirn¢ se zvétSila. Na médiich s niz§imi koncentracemi se reakce
dvou zkoumanych druhti mirné liSila. Rust Dactylorhiza majalis byl na médiu s
koncentraci 1 mg/1 stale Gpln€ inhibovan. Na médiu s koncentracemi 0,01 a 0,1 mg/1 jiz
protokormy pfirastaly, ale zfeteln¢ méné, nez na médiu bez fytohormont. Rust
Anacamptis pyramidalis s.s. jiz na médiu s 1 mg/l ABA nebyl zcela inhibovan a
protokormy mirn¢ ptirtstaly. Na médiu s 0,1 mg/l ABA byla inhibice taktéz patrnd. Na
médiu s 0,01 mg/l ABA vsak jiz k zddné inhibici ristu nedochdzelo. ABA tedy zfejmé
inhibuje kli¢eni semen, ale v koncentracich zavislych na konkrétnim taxonu.

GA;:

Vysledky zobrazuji grafy 3.19., 3.21., 3.22.. U protokormt hodnocenych po vykli¢eni
nebyly patrné jasné zmény ve velikosti. Souhrnn€ pouze naznacuji na moznou slabou
inhibici pfi koncentracich 100 mg/l. Po dvou mésicich kultivace Dactylorhiza majalis
(jediné opakovani DM10) byla patrnd mirna sestupna tendence velikosti protokormt se
vzrustajici koncentraci GAs; v médiu. Protokormy vSak zdarné€ rostly téZ na médiu
s koncentraci 100 mg/l GAs. V experimentu nebylo hodnoceno mnozstvi vykli¢enych
semen (kli¢ivost) a nelze tedy rozhodnout, zda nedoslo k indukci kliceni dormantnich

semen, kterd by po daném oSetfeni na médiu bez fytohormonti neklicila. Z uvedenych
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vysledki pozorovani velikosti protokormli je vSak ziejmé, ze GAj; nejspiSe kli¢eni

neurychluje.

Morfologické zmény rostoucich protokormii

U protokormti na médiich s ABA nebyly pozorovany zadné morfologické zmény.
Protokormy na médiich s GA; mély také stejny tvar, jako na médiu bez fytohormont.
Pozorované zmensSeni velikosti se vzriistajici koncentraci GA; v médiu se vSak dle
orienta¢nich mikroskopickych pozorovani tykalo pouze velikosti vlastniho protokormu,
nikoliv zakladaného meristematického vrcholu. Ten byl pak u variant s vyssi
koncentraci GAj3 de facto relativné vétsi vici velikosti vlastniho protokormu. Vzhledem
k omezenému rozsahu této prace vSak dosud nebyly tyto zmény hodnoceny
morfometricky, a jelikoZ maji charakter kvantitativni spiSe, nez kvalitativni, nelze

s jistotou uzaviit, ze k pozorovanému jevu skutecné dochazi.
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Graf 3.19. — velikost protokormti DM7 na médiich s riznou koncentraci ABA a GAj;. Na ose x
koncentrace vybranych fytohormonti v mg/l média. Na ose y délka protokormti v mm. Méfeno po 18

dnech kultivace.
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Graf 3.20. — velikost protokormtt DM10 na médiich sriznymi koncentracemi ABA. Na ose x

koncentrace ABA v mg/l média. Na ose y délka protokormti v mm. Doba 1: méfeni po 18 dnech

kultivace. Doba 2: méteni po 2 mésicich kultivace.
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Graf 3.21. — velikost protokormi DM10 na médiich s riznymi koncentracemi GA;. Na ose x koncentrace

GA; v mg/l média. Na ose y délka protokormd v mm. Doba 1: méfeni po 18 dnech kultivace. Doba 2:

méfeni po 2 mésicich kultivace.
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Graf 3.22. — velikost protokormti AP1 na médiich sriznou koncentraci ABA a GA;. Na ose x
koncentrace vybranych fytohormond v mg/l média. Na ose y délka protokormd v mm. Méfeno po 30

dnech kultivace.

koncentrace

vysev |fytohormon | doba | opakovani 0 0,01 0,1 1 10 100
DM7 ABA 1 1 b a a a a a
DM7 ABA 1 2 b b a a a
DM7 GA; 1 1 b ab a
DM7 GA; 1 2 a a a a a
DM10 |ABA 1 1 b b a a a
DM10 |GA; 1 1 a a a a a a
DM10 |ABA 1 2 c C ab a ab

DM10 |GA; 1 2 b a a a a a
DM10 |ABA 2 1 C C b a a

DM10 |GA; 2 1 d bc c ab ab a
AP1 ABA 1 1 C d C b a

AP1 GA; 1 1 a a a a a a

Tabulka 3.16. - data ke grafim 3.19., 3.20., 3.21., 3.22. — statisticky prikazné rozdily mezi variantami na
hladiné a=0,05 %.
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3.4.1.5. U&inek vybranych fytohormoniti na semena&ky v pozd&jsi fazich vyvoje

Ptedchozi experimenty zabyvajici se u¢inkem fytohormonii odhalily vyznamny vliv
auxinii na regulaci vyvoje mladych protokormli bezprosttedné po vykli¢eni. Tento
experiment mé¢l ukdzat, zda se podobné regulace mohou uplatiovat také v pozdé¢jsich
fazich vyvoje protokormt. Jelikoz v piedchozich experimentech vyvolavaly
nejmarkantnéj$i zmény auxiny, byly pro tento experiment zvoleny NAA a 2,4-D.

Bylo pouzito stejné médium FM se stejnymi koncentracemi vybranych auxint (tj. 0,01;
0,1; 1, 10 a 100 mg/1). JelikoZ nebyly dostupné protokormy Dactylorhiza majalis ve
spravné vyvojové fazi, byl pouzit pfibuzny druh Dactylorhiza incarnata. Tento
experiment je tedy ve vztahu k ostatnim nutno hodnotit pouze jako orientacni. Pouzité
protokormy DIl byly pfedpéstovany nésledujicim zplsobem: vysety do plastovych
Petriho misek priméru 6 cm na médium 1/4-2. Kultivovany ve tmé papirové krabice 5
meésict v kultivatnim prostoru B, poté 3 meésice v kultivaénim prostoru E. Poté
piesazeny do plastovych Petriho misek priméru 9 cm na médium Mo2. Kultivovany 2
mésice ve tmé papirové krabice v kultivaénim prostoru D.

Takto pfedpéstované rostliny byly nasdzeny do plastovych Petriho misek priméru 9 cm
sverzemi FM média s riznymi koncentracemi NAA a 2,4-D (0,01; 0,1; 1; 10 a
100 mg/1) a kontrolni verzi bez fytohormont (FMN).

Morfologické zmény byly hodnoceny po 6 tydnech kultivace ve tmé papirové krabice
v kultivaénim prostoru C.

NAA:

Na médiu s 0,01 mg/l NAA mély protokormy stejny tvar, jako na médiu bez
fytohormonil (obr. 3.14.A). Na médiu s 0,1 mg/l NAA jiz byly znateln¢ protahlejsi a
celkové mohutnéjsi (obr. 3.13.A). Na médiu s 1 mg/l NAA dochazelo k indukci rastu
zvlastnich protahlych utvard, které se zdaji byt jakoby pokra¢ovanim protokormu.
Zpravidla odrustal delsi polarné rostouci utvar. Dale od ptivodniho protokormu (a tedy
také déale od média) diferencoval €asto novy protokorm (obr. 3.13.D, E, F). Na médiu
s 10 mg/l NAA tyto protdhlé utvary vyristaly vzdy a nediferencovaly na svém konci
v novy protokorm (obr. 3.13.B, C). Rostliny jiz byly mirn¢ mensi, nez na nizsi
koncentraci NAA. Mnoho rostlin vykazovalo znamky hnédnuti a nékteré odumiely
zcela. Na médiu se 100 mg/l NAA protokormy takika viibec nepfirostly a naprosta

vétSina uhynula.
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2,4-D:

Na médiich s 0,01 a 0,1 mg/l 2,4-D mély protokormy stejny tvar, jako na médiu bez
fytohormonii (obr. 3.14.A). Na médiu s 1 mg/l 2,4-D byly protokormy vyrazné
protahlejsi a celkové vétsi (podobné NAA 0,1 mg/l; obr. 3.14.B). Na médiu s 10 mg/1

2,4-D jiz vétSina protokorml odumiela, ale zjevné pfedem pfirtistaly polarné do délky

(obr. 3.14.C).

5 mm

obrazek 3.13. — Vliv NAA na vyvoj pozdéjSich fazi semenackt. Pfedpéstované protokormy DII
presazené na médium FM s riznymi koncentracemi NAA po 6 tydnech kultivace. A: na médiu s 0,1 mg/1

NAA. B,C: na médiu s 10 mg/l NAA. D,E,F: Na médiu s 1 mg/l NAA.

5 mm

obrazek 3.14. — Vliv 2,4-D na vyvoj pozd¢jsich fazi semenackd. Piedpéstované protokormy DII
pfesazené na médium FM s riznymi koncentracemi 2,4-D po 6 tydnech kultivace. A: na médiu bez

fytohormoni. B: na médiu s 1 mg/l 2,4-D. C: na médiu s 10 mg/1 2,4-D.
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3.4.1.6. Efekt auxinu v tekutém médiu

Pfedchozi experimenty s auxiny v tuhych médiich ukézaly vyrazny ucinek téchto
fytohormonil na elongaci protokormu. Pro lepsi porozuméni vyznamu lokalizace auxint
byly tyto ptidany také do tekutého média. Zatimco v kultufe na tuhych médiich miize
dochazet k tvorbé gradientu obsahu endogennich auxini v protokormu, v tekutém
médiu je tvorbé takového gradientu maximalné branéno.

Experiment byl proveden ve dvou uspotadanich: ptimy vysev do tekutého média a
pfesazeni piedpéstovanych protokormt do tekutého média.

1) Semena DM2 byla vyseta do 100 ml Erlenmeyerovych banék s 50 ml tekutého
SU2 média, po 2 meésicich byly rostliny pfesdzeny do SU2 média bez
fytohormonil a do tohoto média s 1 mg/l NAA a 1 mg/l 2,4-D. Dale kultivovany
ve tm¢ zaCernéné papirové krabice na horizontalni tfepacce KS250 basic (IKA
Labortechnik; 150 RPM) v kultiva¢nim prostoru B az do zhnédnuti a odumfeni.

2) Protokormy DF1 vysety na médium Michl do plastovych Petriho misek priiméru
6 cm. Kultivovany v kultivacnim prostoru D ve tmé v papirové krabici po dobu
7 mésicu.

Piesazeny pinzetou do tekutého média SU4 (toto médium se béhem prace
ukazalo vhodnéjsi, nez SU2) s 1 mg/l NAA a 1 mg/l 2,4-D. Kultivovany 2
mésice ve tmé zacernéné papirové krabice na horizontalni trepacce KS250 basic
(IKA Labortechnik; 150 RPM) v kultivacnim prostoru B.
U obou usporadani byly hodnoceny morfologické zmény.
Pti vysevu pfimo do tekutého média nejprve v médiu SU2 vyrostly mensi protokormy
podobného charakteru ranym fazim protokormt na tuhém médiu. Dal$i vyvoj v médiich
s auxiny a bez nich se vSak vyrazné¢ lisil. V médiu bez ptfidanych auxind se vytvaiely
mensi protahlejsi protokormy diferencujici meristematicky pol a ve vétsin¢ piipada také
nasledné tvotici pryt. V médiu s auxiny se vytvarely velké protokormy. Nebyly schopné
diferencovat klasicky meristematicky p6l. Naproti tomu u nich dochazelo k mohutnému
déleni zékladniho pletiva vlastniho meristému. Vznikaly velké kulovité Utvary posléze
zakladajici oddélené oblasti intenzivnéjsiho rustu vedouci k tvorbé dalSich kulovitych
utvari na jiz existyjicich (obr. 3.15.). Po celou dobu kultivace v tekutém médiu
protokormy vykazovaly tendenci k hnédnuti, jez posléze silila, az vedla k odumieni
protokormii. V médiu bez auxinii k nému dochéazelo po 5-6 meésicich od vysevu,

v médiu s auxiny k nému dochazelo po 7 - 8 mésicich.
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Po ptesazeni protokormti predpéstovanych na tuhém médiu do tekutého média s auxiny
se jejich vyvoj vyrazné zmenil. Nedochéazelo déle k jakémukoliv dalSimu vyvoji prytu.
Naopak bylo podpoieno déleni zakladniho pletiva meristému vedouci k tvorbé
kulovitych utvari. Po 2 mésicich kultivace byly ptivodni ¢asti protokormi mnohdy
odumfelé s mohutnym zivym nediferencovanym pletivem okolo (obr. 3.16.). Vzhledem

byly vzniklé utvary velice podobné tém, které vyrostly pfi vysevu piimo do tekutého

média.

obrazek 3.15. — Protokormy DM2 péstované v tekutém médiu s auxiny. A: odumielé protokormy po 8
mésicich od vysevu. B: protokormy 4 mésice od vysevu. Na protokormech je patrné mohutné pfirastani
zakladniho pletiva bez diferenciace meristému. Médium SU2 s 1 mg/l NAA a 1 mg/l 2,4-D. M¢ftitko: 1

dilek odpovida 1 mm.

obrazek 3.16. — Protokormy DF1 péstované v tekutém médiu s auxiny. Po dvou mésicich kultivace
protokormi v tekutém médiu SU4 (s 1 mg/l NAA a 1 mg/l 2,4-D) je patrné mohutné pfirdstani

zakladniho pletiva bez ristu meristému.
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3.5. U&inek vybranych fytohormont na mykorhizni houby

Predchozi experimenty ukdzaly vliv fytohormoni na vyvoj mladych semenackt
orchideji. V regulaci mykorhiznich symbioz je vSak mozné téz ovlivnéni hub
fytohormony. Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit, zda maji fytohormony vliv na rust
mykorhiznich hub také v koncentracich, které byly pouzity u rostlinného materiélu.

Tii vybrané izolaty hub (FU-5, FU-6 a FU-9-1b) byly péstovany na médiu CA
s riznymi koncentracemi vybranych fytohormont (viz. tabulka 3.17.) v plastovych
Petriho miskach priméru 6 cm. VSechny varianty byly provedeny ve 3 opakovanich.
Houby byly piedpéstovany na médiu CA v plastovych Petriho miskach priméru 9 cm.
Z myceliem rovnomérné porostlé ¢asti agarové plotny byly skalpelem vyfezavany
blo¢ky pfiblizn¢ 1 x 2 mm. Tyto blocky byly pinzetou pteneseny do stfedu Petriho
misky s experimentalnim médiem a lehce zanotfeny do jeho povrchu. Petriho misky byly
uzavieny parafilmem a houby déle kultivovany ve tmé papirové krabice v kultivacnim
prostoru B.

Pro orientaéni zjisténi hodnoty ptirtistki byly houby zaznamenany fotoaparatem po 13 a
29 dnech kultivace. Pro charakterizaci morfologickych zmén byly pozorovany

po 29 dnech mikroskopem Olympus BX50.

fytohormon pouzité koncentrace [mg/l]

2,4-D 0,01 0,1 1 10 100
IBA 0,01 0,1 1 10 100
NAA 0,01 0,1 1

BAP 0,01 0,1 1 10 100

Tabulka 3.17. — fytohormony pouzité v experimentu s houbami

Ze ttech pouzitych izolati mohly byt dosud vyhodnoceny pouze FU-6 a FU-9-1b,
protoze FU-5 prirdstal velice pomalu. Priristky u téchto dvou izolati nebyly
hodnoceny, protoze zvolené Petriho misky se ukazaly ptili§ malé (houby na nékterych
variantdch dorostly az k okraji). Byly tedy pouze charakterizovany morfologické
zmény.

Na riznych koncentracich BAP nebyly pozorovany zjevné rozdily ve struktuie kolonii
ani mycelia. Na rtiznych koncentracich auxinl naproti tomu byly pozorovany zmény
ve struktufe kolonii i1 mycelia. Nejmarkantnéj$i odezva byla vzdy pozorovéana

na nejvyssi koncentraci 2,4-D ¢i IBA 100 mg/I.
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Kolonie byly mensi v priméru, povrch kolonii hunatéjsi a okraje kolonii ostfejsi, Casto
paprskovité vybihajici do stran. Tyto zmény byly ¢astecné pozorovatelné téz na médiich
s auxiny v koncentracich 10 mg/l a jen velmi mirné pti koncentracich 1 mg/l (obr.3.17.
a3.24.).

Mikroskopické zmény ve struktufe mycelia byly pozorovatelné jiz na nizSich
koncentracich auxinid. Hyfy se pfi vzrlstajici koncentraci auxini vice vétvily.
Na nejvyssich koncentracich 2,4-D ¢i IBA 100 mg/l se hyfy vétvily jiz velmi blizko
za rustovou Spickou a dale se vytvafely husté shluky intenzivné vétvenych hyf (napft.
obr. 3.21. a 3.28.). ZvySené vétveni hyf bylo u sledovanych izolati pozorovatelné od

riznych koncentraci auxind.

Izolat FU-6

NAA: hustsi vétveni mycelia bylo pozorovatelné pti koncentraci 1 mg/1 (obr. 3.19.).

2,4-D: hustsi vétveni mycelia bylo pozorovatelné pii koncentraci 1 mg/l (obr. 3.20.).
Pti koncentraci 10 mg/l bylo jiz dobie patrné a na koncentraci 100 mg/l
dochazelo ke vzniku typicky hustych vétvenych shlukii hyf (obr. 3.21.).

IBA:  hust§si vétveni mycelia bylo pozorovatelné pifi koncentraci 1 mg/l.
Pti koncentraci 10 mg/l bylo 1épe patrné (obr. 3.22.) a na koncentraci 100 mg/I
dochazelo ke vzniku typicky hustych vétvenych shlukt hyt (obr. 3.23.).

Izolat FU-9-1b

NAA: hust§i vétveni mycelia bylo pozorovatelné pii koncentraci 0,1 mg/l a
pti koncentraci 1 mg/l bylo jiz dobte patrné (obr. 3.26.).

2,4-D: hust$i vétveni mycelia bylo pozorovatelné pii koncentraci 0,1 mg/l. Pii
koncentraci 1 mg/l bylo jiz velmi dobie patrné (obr. 3.27.) a na koncentracich
10 a 100 mg/l jiz dochazelo ke vzniku typicky husté vétvenych hyf (obr. 3.28.).

IBA:  hustsi vétveni mycelia bylo pozorovatelné pii koncentraci 1 mg/l (obr. 3.29.).
Pti koncentracich 10 a 100 mg/l jiz dochazelo ke vzniku typicky husté
vétvenych hyf (obr. 3.30.).

Souhrnné 1ze uzaviit, Ze auxiny mohou mit na vyvoj hub vliv jiz v koncentracich, které

umoznuji rast semenackl orchideji. Hlavni charakter zmén, ke kterym vlivem auxint

dochazi, je zvysené vétveni hyf.
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Obrazek 3.17. — Vliv auxint na morfologii kolonii houby FU-6.

Kolonie houbového izolatu FU-6 po 29 dnech kultivace na médiu
CA sriznymi koncentracemi fytohormontl. A: médium bez
fytohormond. B: médium s 1 mg/l 2,4-D. C: médium se 100 mg/1
2,4-D. D: médium se 100 mg/l IBA. M¢ftitko: strana podkladové

miizky 1 cm.
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Obréazek 3.19. - houba FU-6 na médiu CA s 1 mg/l NAA
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Obrézek 3.21. - houba FU-6 na médiu CA se 100 mg/l 2,4-D
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Experimentalni cast

Obrazek 3.24. — Vliv auxini na morfologii kolonii houby FU-9-1b. Kolonie houbového izolatu FU-9-1b po 29 dnech kultivace na médiu
CA s riznymi koncentracemi fytohormontl. A: médium s 0,01 mg/l IBA. B: médium s 1 mg/l IBA. C: médium se 100 mg/l IBA. D: médium
s 0,01 mg/1 2,4-D, E: médium s 1 mg/1 2,4-D, F: médium se 100 mg/l 2,4-D. Mé&fitko: strana podkladové miizky 1 cm.
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Obrézek 3.26. - houba FU-9-1b na médiu CA s 1 mg/l NAA
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500 pm
1 ST
Obrézek 3.28. - houba FU-9-1b na médiu CA se 100 mg/1 2,4-D
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Obrazek 3.29. - houba FU-9-1b na médiu CA s 1 mg/l IBA

Obrézek 3.30. - houba FU-9-1b na médiu CA se 100 mg/l IBA
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3.6. Stabilni transformace Dactylorhiza fuchsii

Pro lepsi charakterizaci u¢inku auxinl a potvrzeni hypotéz, vyplyvajicich z predchozich
experimentl, byly pfipraveny transgenni rostliny Dactylorhiza fuchsii nesouci gen pro
GFP pod kontrolou auxinem indukovaného promotoru DRS. Tyto rostliny by mély
umoznit vizualizaci mist zvySené endogenni koncentrace auxind. JelikoZ vSak dosud
neni mnoho dostupnych informaci o transformaci orchideji, byla nejprve ovétrena

moznost transientni exprese GFP a nasledné celého konstruktu DRSrev::GFP.

3.6.1. Transientni exprese 35S::GFP

Cilem experimentu bylo ovéfit moznost exprese GFP v orchidejich podceledi
Orchidoideae. K prvotnimu ovéfeni moznosti exprese GFP byl pouzit 1 list Disa x
Watsonii (kultivace v Botanické zahradé HIl. m. Prahy) a vektor PCP60 s konstruktem
35S::GFP. Naboje s konstruktem 35S::GFP byly ziskany od Dr. J. Petraska jiZ hotové.
Transformace byla provedena nastrelem.

Po jednom dni kultivace od nastieleni nebyly v listu pozorovany zadné GFP exprimujici
burniky. Po 4 dnech od nastieleni byly u Disa x Watsonii pozorovany 3 bunky svitici
jasn¢é zelenou fluorescenci. VéEtSina naboju tu ziistala v povrchovych vrstvach listu
(pozorovany, jako tmavé kontrastni tecky). Charakteristika rozlozeni fluorescencniho
signalu odpovidala béznému charakteru rostlinnych bunék exprimujicich GFP. Bunky

jsou ilustrovany obrazkem 3.31..

100 pm 100 pm

Obrazek 3.31. — Buiiky listu Disa x Watsonii exprimujici GFP. —A,B reprezentuji 2 odli$né buiiky téhoz

listu. Fluorescence excitovana modrym svétlem.
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3.6.2. Transientni exprese DRSrev::GFP

Cilem experimentu bylo ovéfit moznost exprese konstruktu DR5rev::GFP v orchidejich
rodu Dactylorhiza. Listy tohoto rodu vsak nebyly dostupné v dostateéné kvalité.
K ovéfeni konstruktu DR5rev::GFP byl proto vyuzit blizce pfibuzny Cynorkis uncinata
(plivod A: Razafindratsira, Madagaskar; kultivace v Botanické zahrad€ Hl. m. Prahy).
Byl vyuzit binarni vektor pVKH s konstruktem DRSrev::GFP. Néboje s timto
konstruktem byly pfipraveny postupem uvedenym v kapitole 2.9.3.. Transformace byla
provedena néstielem.

Po jednom dni kultivace od nastfeleni nebyly v listu pozorovany Zadné GFP exprimujici
bunky. Po 4 dnech od nastieleni bylo u Cynorkis uncinata pozorovano 6 bunék sviticich
jasné zelenou fluorescenci. Tyto buiiky byly rozmistény okolo stfedové nekrotizované
¢asti nastrelu bez GFP fluorescencniho signalu. Charakter rozloZeni fluorescencniho
signalu se zjevné nelisil od bun¢k exprimujicich GFP pod promotorem 35S. Buiiky jsou

ilustrovany obrazkem 3.32..

100 pm 100 pm

Obrazek 3.32. — Buiiky listu Cynorkis uncinata exprimujici konstrukt DR5rev::GFP. —A,B reprezentuji 2

odlisné bunky téhoz listu. Fluorescence excitovana modrym svétlem.
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3.6.3. Vlastni transformace Dactylorhiza fuchsii

Cilem bylo pfipravit transgenni rostliny Dactylorhiza fuchsii exprimujici GFP pod
kontrolou auxinem indukovaného promotoru GFP. Rostliny DF1 byly transformovany
postupem popsanym v kapitole 2.9.5..

Vzhledem k pomalému vyvoji materidlu a jeho malému poctu je zatim jedinym
vystupem mikroskopické pozorovani Cerstvé transformovanych rostlin. Po kultivaci
v tekutém SU4 médiu s claforanem a hygromycinem bylo v baiikach velké mnozstvi
hnédnoucich hynoucich protokormti a nékolik svétlych rostoucich menSich utvara
podobnych protokormiim.

Po piesazeni do Petriho misek byly tyto utvary pozorovany mikroskopem Olympus
Provis AX70 skostkou U-MNIBA a excitaci modrym svétlem. Toto pozorovani
ukazalo, ze rostouci utvary vykazuji riznou miru fluorescence, zatimco hynouci nikoliv.
Fluorescenci za uvedenych podminek nevykazovaly ani kontrolni netransformované
protokormy DF1 péstované paralelné ve stejném médiu SU4. Z uvedenych pozorovani
se jevi velice pravdépodobné, Ze pozorovana fluorescence byla zplisobena expresi GFP.
Fluorescence byla v n€kterych utvarech rozmisténa rovnomérné (obr. 3.33.A), v jinych
bylo mozné pozorovat jednotlivé buiiky (¢i shluky nékolika malo buné€k) svitici
vyraznéji, nez okolni pletivo (obr. 3.33.B). Rostliny vSak byly ziskany teprve nedavno a

hlubsi charakterizace tohoto materialu tak dosud nebyla mozna.
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500 pm

500 pm

Obrazek 3.33. — Utvary podobné protokormiim Dactylorhiza fuchsii exprimujici konstrukt DR 5rev::GFP.

-A,B reprezentuji 2 odlisné tvary. Rostliny z vysevu DF1. Fluorescence excitovana modrym svétlem.
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4. Diskuse

4.1. Sacharidy

Sacharidy byly dlouhou dobu chapany pouze jako zdroj energie a uhliku pro rostlinny
metabolismus. Vysledky novéjsich vyzkumu vSak ukazaly také jejich vyznamnou tlohu
v signalizaci. Sacharidy pifenaSené v ramci mykorhiz tak nemusi znamenat pouze zdroj
pro metabolismus, ale pravdépodobna je téz jejich signalni tloha v koordinaci chovéni
hostitele a houby. O uc¢inku riznych sacharidii na chovani orchideji existuje pomérné
malo informaci. Pro pochopeni signdlni ulohy sacharidi je zapotfebi nejprve
charakterizovat jejich metabolismus a nasledné jej odliSit od vlastni signalizace. Déle se
tedy zaméfim na vyuzitelnost jednotlivych sacharidii orchidejemi, jako prvniho
pfedpokladu k pochopeni moznych interakci. Dalsi zavéry vSak dosud zpravidla

vyvozovat nelze.

4.1.1. Vyuziti sacharidii orchidejemi

Dle dostupnych literarnich idaji by orchideje mély byt schopné vyuzivat glukozu,
fruktézu 1 jejich oligosacharidy (LaGarde, 1929; Ernst et al., 1971; Knudson, 1924)
V této praci rostly vSechny testované orchideje nejlépe na médiich se sachar6zou. Na
médiich s glukozou a fruktézou byly reakce rozdilné. Protokormy Ophrys eleonorae
(OE1) rostly na médiu s gluk6zou velmi dobfe, ale na médiich s fruktézou a kombinaci
fruktozy s glukézou byly v priméru vyrazné mensi, srovnatelné dokonce s velikosti
protokormti na médiu bez sacharidi. Mala ¢ast protokormu tu vSak rostla vyrazné vice a
doséhla velikosti srovnatelnych s variantami na glukoze ¢i sachar6ze. Tento jev by bylo
mozné vysvétlit inhibiénim U¢inkem fruktézy v ranych vyvojovych fazich vyvoje
semenackl pii a po vykliCeni. Semenacky, které prekonaly tuto inhibici, pak mohly
zdarné pokracovat v rustu. U Dactylorhiza majalis (DM4 a DM3) se ukazala fruktoza
1jeji kombinace s glukézou piiblizné stejné vhodnd, jako sachardza. Glukéza samotna
vsak jiz vedla k tvorbé menSich protokormu a zfejmé i ke snizeni kli¢ivosti. Fruktéza
tedy u tohoto druhu ptfipadny inhibi¢ni efekt na kliceni a rané faze vyvoje semenackt
nevykazuje, ale Caste¢né miize mit podobny inhibi¢ni efekt glukdza. Podobny inhibi¢ni
uc¢inek hexo6z na kli¢eni semen byl jiz ukazan u Arabidopsis thaliana a je tizce spjaty se
signaliza¢ni drahou kyseliny abscisové (Bossi et al., 2009; Huang et al., 2008; Xing et
al., 2009). Kliceni semen Dactylorhiza majalis bylo inhibovano ABA a lze tedy
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piedpokladat podobny signaliza¢ni mechanismus. U Oeceoclades decaryana (ED1)
nebyl pozorovan prikazny rozdil v priméru protokorml na médiich se sachardzou,
fruktozou, glukézou a kombinaci fruktozy s glukdézou. Ptipadny inhibi¢ni efekt na
kliceni tu tedy fruktéza ani glukéza nevykazuje. Piedpoklad inhibi¢niho ucinku
fruktozy u Ophrys eleonorae a glukézy u Dactylorhiza majalis nemusi byt v rozporu
s vySe uvedenymi literarnimi Udaji. Citované prace se zabyvaji studiem tropickych
orchideji podcéeledi Epidendroideae. Do této podceledi patii téZ zde zkoumany
Oeceoclades decaryana, ktery zadnou inhibici fruktézou ani glukézou nevykazoval.
Ophrys eleonorae i Dactylorhiza majalis patii naproti tomu do podceledi Orchidoideae
a je tedy mozné, Ze se v té€chto skupinach rostlin uplatiiuji odliSné mechanismy regulace
kliceni a ¢asnych fazi vyvoje semenack.

Disacharid maltézu zifejmé metabolizovaly vSechny testované druhy jen castecné a
neumozinovala jejich uspésny rist. Naproti tomu LaGarde (1929) pozoroval u rodu
Cattleya nejlepsi rust semenacki na médiich s maltézou a velmi dobry rist na maltoze
pozorovali téz Ernst et al. (1971) u semenacki rodu Phalaenopsis. Oba tyto rody
nalezeji do podceledi Epidendroideae, a jiné chovani zde testovanych druhti podceledi
Orchidoideae tedy muze poukazovat na rozdily v metabolismu sacharidi mezi témito
skupinami. Zvlastni pak ale je, ze na maltoze Spatné rostly téZ semenacky Oeceoclades
decaryana z pod¢eledi Epidendroideae. Tento rozpor lze vysvétlit bud’ tim, Ze v ramci
podceledi Epidendroideae neni schopnost ristu na maltéze evoluéné konzervovana,
nebo jinym uspofadanim experimenti. VySe citované experimenty s rody Cattleya a
Phalaenopsis byly provadény na svétle, zatimco semenacky v této praci byly
kultivovany ve tmé. Naskytd se tedy moznost, Ze pro dobré vyuziti maltdézy je tieba
funkéni fotosyntéza. Bez dalSich experimenti vSak nelze rozhodnout, kterd z téchto
moznosti je spravna.

Galaktoza a castené téz disacharid laktéza obsahujici galaktozu maji na orchideje dle
dostupnych literarnich tdajt toxicky ucinek (Ernst, 1967; Ernst, 1971; Knudson, 1924;
Quednow, 1930; Wynd, 1933). VSechny vysledky této prace toto tvrzeni viceméné
podporuji. Na galaktoze nerostly ani Ophrys eleonorae (OE1), ani Dactylorhiza majalis
(DM4). Analyza endogennich sacharidi navic ukazala, ze Ophrys eleonorae galaktozu
nejspiSe viibec nemetabolizuje. Na médiich s laktdzou vSak urcité ptirtistky pozorovany
byly. Protokormy Ophrys eleonorae (OEl) v téchto podminkach rostly 1épe, nez na
maltoze. Protokormy Dactylorhiza majalis (DM4) byly srovnatelné s variantami na

glukoze, rafindze a sorbitolu. Pouze star$i semenacky Dactylorhiza majalis (DM1)
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piirustaly velice malo. Analyza endogennich sacharidti u Ophrys eleonorae ukazala, ze
laktéza je alespoil CasteCné metabolizovana a naznacuje to téZ analyza endogennich
sacharidi semenacka Dactylorhiza majalis. Tyto mély na médiu s laktézou ptiblizné
stejny obsah endogennich sacharidd, jako na médiich s jinymi metabolizovatelnymi
sacharidy. Na zaklad¢ téchto experimentl se tedy jevi pravdépodobné, ze laktoza je
Stépena a za inhibicni efekt na rast je zodpovédna pravdépodobné vznikla galaktdza. Na
negativni zdvislost mezi podilem galakt6zového zbytku v pfidaném sacharidu a riistem
semenackl byla ostatné jiz pozorovana u rodu Phalaenopsis (Ernst et al., 1971).
V souladu s tim byl v této praci na médiich s rafindézou (obsahujici také galaktozu, ale
spolu s fruktozou a gluk6dzou) pozorovan prirtistek bud’ stejny s variantou na laktoze,
nebo mezi hodnotami variant na laktéze a sacharoze. Tento ptedpoklad caste¢ného
vyuziti laktozy je vSak v rozporu s tvrzenim Knudsona (1924), ze orchideje nejsou
schopné vyuzivat laktézu. Jeho prace vSak nebyly podpofeny analyzou endogennich
sacharidi a nejspiSe se tedy jednd o mylny zavér. Je pravdépodobné, ze v jeho
experimentech dochazelo ke Stépeni laktozy, ale zaroven inhibici ristu semenackl
vzniklymi produkty.

Manitol nema byt podle dostupnych literarnich udaji orchidejemi vyuzitelny (Smith,
1973; Purves et Hadley, 1976; Van Waes, 1984, Rasmussen, 1995) s jedinou znamou
vyjimkou — orchideji Galeola septentrionalis (Nakamura, 1982). Velmi malé pfirastky
srovnatelné s kontrolni variantou bez sacharidti byly v této praci pozorovany na médiich
s manitolem u protokormi Ophrys eleonorae (OE1) i rostlin Dactylorhiza majalis
(DM1). Pouze malych rozmérti pak na tomto médiu s manitolem dorostly protokormy
Dactylorhiza majalis (DM4) a nasledné uhynuly. Analyza endogennich sacharidi
Ophrys eleonorae ukazala jednak na akumulaci manitolu v protokormech, jednak ale
také jeho CcasteCné vyuziti. V protokormech byla detekovana sachar6za, fruktdza,
glukoza a dva jiné neidentifikované sacharidy. Manitol tedy alespont u tohoto druhu
Casteéné utilizovan je. Analyza endogennich sacharidii v rostlinach Dactylorhiza
majalis dale ukazala vyraznou akumulaci manitolu, ktery pak tvofil pfes 60 %
zastoupeni vSech endogennich sacharidi. Akumulace manitolu byla jiz u orchideji
jednou pozorovana, a sice u listd Bletilla striata po jeho ptidani zvenc¢i (Smith et Smith,
1973). Jelikoz Bletilla striata patii do podéeledi Epidendroideae a Ophrys eleonorae
zkoumany v této praci do podceledi Orchidoideae, mohla by byt schopnost akumulace

manitolu v pletivech obecnéjsi vlastnosti riznych orchideji.

114



Diskuse

Jelikoz mnohé houby obsahuji vyznamna mnozstvi manitolu (Smith, 1966), dalo by se
pfedpokladat, ze orchideje budou schopné manitol vyuzivat. Vyznam akumulace
manitolu bez vyznamné utilizace ve fyziologickych podminkadch mykorhiz dosud neni
zfejmy.

O ptipadném vyuziti sorbitolu orchidejemi literarni udaje dosud chybi. V této praci byla
ukazana schopnost Ophrys eleonorae (OE1) i Dactylorhiza majalis (DM1 a DM4)
sorbitol alespon caste€né metabolizovat. Ptirtistky sice nedosahovaly hodnot variant se
sachar6zou, ale byly vét$i, nez na médiich bez sacharidi. Analyza endogennich
sacharidi rostlin Dactylorhiza majalis na médiu se sorbitolem ukézala vy$s$i obsah
celkovych sacharidli, nez u rostlin na médiu bez sacharidl, srovnatelny s rostlinami na
médiu se sacharézou. Analyza endogennich sacharidi protokorm Ophrys eleonorae
pak jasn¢ ukézala na pfitomnost nékolika dalSich cukrl v€etné sachardzy, které u téchto
rostlin kultivovanych od vykli¢eni ve tm¢ musely byt vytvofeny z utilizovaného
sorbitolu. Tyto orchideje tedy sorbitol metabolizovat mohou. Naskyta se vSak otazka,
zda mohou orchideje pfijit do styku se sorbitolem v pfirozenych podminkach. Houby
totiz sorbitol zpravidla neobsahuyji.

Trehal6za by orchidejemi podle dostupnych literarnich udaji méla byt vyuzivana (Ernst
et al., 1971; Jheng et al., 2006; Liu et al., 2006; Purves et Hadley, 1976; Smith, 1973;
Smith et Smith, 1973). V této praci byl na médiu s trehal6zou pozorovan horsi rist
semenackt Dactylorhiza maculata (DN1) oproti varianté¢ se sachar6zou, zato stejné
dobry rast protokormt Dactylorhiza majalis (DM3). Analyza endogennich sacharidt
semenacku Dactylorhiza maculata ukazala velice podobné spektrum a celkovy obsah
sacharidi v rostlindich na médiu s trehal6zou, sachar6zou i gluk6zou. Vyrazné nizsi
obsah sacharidl pak vykazovaly rostliny na médiu bez sacharidt. Ztejmé tedy trehalézu
mohou riznou mérou vyuzivat také tyto testované druhy. VEét§i mnozstvi trehalozy jsou
dosud u rostlin znama pouze v piipad¢ rostlin vzkiiSeni (Myrothamnus flabellifolia a
Selaginella lepidophylla; Liu et al., 2008; Moore et al., 2007).

4.1.2. Souvislost vyuziti sacharidi s mykorhizou

Vyuziti trehalozy, jako zdroje energie a uhliku pro rast je v rdmci cévnatych rostlin
zcela ojedinélé. Schopnost jeji syntézy vykazuji sice mnohé rostliny, ale obsahuji
ji v pouze velmi malych mnozstvich. Vyzkumy posledni doby pak ukazaly, Ze v podob¢
trehaldza-6-fosfatu nejspiSe plni vyznamnou tlohu v signalizaci, ale neni vyznamna

jako zdroj energie pro metabolismus (Paul et al., 2008). Orchideje jsou pak dnes
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jedinymi zndmymi rostlinami, které trehalozu umi vyuzivat jako majoritni zdroj energie
a uhliku. Vyznam tohoto uzplsobeni lze hledat ve zpiisobu vyzivy ranych fazi
semenackt orchideji. Tyto jsou obligatné zavislé na mykotrofii. M¢ly by tedy byt
schopné vyuzivat sacharidy houbového ptuvodu. Trehaléza je pak obecné jednim
z hlavnich endogennich sacharidi hub a byla detekovédna téZ v orchideoidnich
mykorhiznich houbach (Smith, 1966). V této praci byly analyzovdny endogenni
sacharidy tfech mykorhiznich hub orchideji. VSechny obsahovaly kromé& fruktézy a
glukoézy také mensi mnozstvi sacharidu, ktery mohl byt trehal6zou, nebo sacharézou.
Zvoleny detekéni systém bohuzel nebyl schopen odlisit trehaldozu od sacharozy, a tak
lze pouze na zdkladé¢ podobnosti sjinymi houbami usoudit, ze se pravdépodobné
jednalo spiSe o trehalozu. S trehalézou tedy mohou orchideje pfijit do styku
prostiednictvim mykorhizy a je poté pochopitelné, ze se musely vypotadat s jeji
utilizaci.

Vsechny testované houby obsahovaly také manitol. Dvé v malém mnoZzstvi,
srovnatelnym se zminénou pravdépodobnou trehaldézou, a tieti v mnozstvi vyrazné
vétsim. Tvoftil tu skoro 50 % zastoupeni vSech sacharidi. Manitol byl jiz dfive
detekovan téz v jinych orchideoidnich mykorhiznich houbach (Smith, 1966). Jevi se
poté zvlastni, Zze orchideje umi utilizovat manitol jen ¢astecné a spise ho akumuluji ve
vysokych koncentracich. Je mozné, zZe v mykorhizach dochazi k pfenosu jen nékterych
sacharidll. Je znama tada rostlin schopnych ulilizace manitolu (napf. je¢men , kukufice,
tabak; Cram, 1984). Akumulace manitolu v pletivech je pak ¢astym jevem u fady rostlin
jevu u rostlin obecné pak zlstava dodnes nejasny. Lze jen poukazat na pravdépodobnou
roli polyolii v interakcich mezi rostlinou a patogenem (Jennings et al., 2002; Link et al.,
2005).

Orchideje se ukazuji schopné utilizace ftady sacharidi s vyjimkou galaktozy.
Je pravdépodobné, Ze jejich schopnost utilizace trehaldzy, a mozna t€Z dalSich méné
casto metabolizovanych sacharidl, souvisi s obligatni zavislosti na mykotrofii. Na tuto
souvislost poukazuje také fakt, ze jedind zndma orchidej vyuzivajici efektivné manitol,
Galeola septentrionalis (Nakamura, 1982), nefytosyntetizuje a je zcela zavisla na
mykorhize. Musi tedy dokazat efektivné vyuzivat sacharidy poskytované mykorhiznimi
houbami. Je mozné, Zze pak dokdze lépe vyuzivat i takové houby, které obsahuji ve

vyznamném mnozstvi manitol.
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4.2. Utinek fytohormoni na riist a vyvoj orchideji

Kromé ptenosu sacharidi jako zdroje energie a uhliku se v regulaci mykorhiznich
symbidz jevi vyznamné fytohormony. Klasicky pfistup rostlinné fyziologie uvazuje
piedevsim syntézu fytohormont rostlinou a vyznam téchto latek v koordinovani riistu a
vyvoje rostlinnych ¢asti. Literarni daje vSak ukazuji, Ze fytohormony produkuji nejen
samotné rostliny, ale také mykorhizni houby (Barker et Tagu, 2000; Tsavkelova et al.,
2006). Nékteré prace pak dokonce naznacuji moznou roli fytohormonti v regulaci ristu
a vyvoje hub (Rypacek et Sladky, 1973; Sladky et Tichy, 1974; Vinklarkova et Sladky,
1978). Teoreticky by se tedy alesponi nékteré fytohormony mohly uplatiovat
ve vzajemném dialogu mezi houbou a rostlinou.

Rast a vyvoj rostlin ovliviiuji mnohé fytohormony ve velmi nizkych koncentracich a
v regulaci fady vyvojovych pochodl se ukazuji rozhodujici jemné balance mezi jejich
hladinami. Mozny pfisun fytohormont z mykorhizni houby by poté mohl posouvat tuto
rovnovahu a ovliviiovat tak chovani rostliny (¢i alespon jeji ptislusSné mykorhizni ¢asti).
Manipulace s hladinami auxint v rostlinach jiz ostatné byla ukdzana jako vyznamny
krok pfi kolonizaci rostliny rtiznymi patogennimi organismy a je mozné, Ze se€ mezi
rostlinnymi patogeny jednd o obecnéji vyuZivany fenomén (Chung et al., 2003;
Grunewald et al., 2009; Shimada et al., 2000; Yurekli et al., 2003). Mykorhizni
symbidzy jsou v podstaté velmi blizké patogennim interakcim mezi rostlinami a
houbami. Oba partnefi ziejmé vzajemné kontroluji své chovani. V mykorhizach se
zpravidla méni struktura jak rostlinnych pletiv, tak houbovych hyf. Dtive publikované
vysledky, naznacujici vyznamnou ulohu fytohormoni, predevsim auxind, v regulaci
chovani rostliny mykorhizni houbou shrnuje kapitola 1.4.1.6.. Mykorhizni houby tedy
zfejm¢é mohou byt vyznamnym zdrojem fytohormond pro mykorhizni ¢ast rostliny.
V rdmci cévnatych rostlin znadme piedev§im mykorhizni asociace s koteny, vyjimecné
pak téZ s ¢astmi hliz ¢i oddenky. Specifikem heterotrofnich rostlin obligatné zavislych
(alesponl v ranych fazich svého vyvoje po vykliceni) na vyzivé mykorhizou je navic
tvorba mykorhizy jiz ve fadzi malého utvaru vzniklého pouhym zvétSenim kulovitého
nediferencovaného embrya obsazeného v semenech (Leake, 1994). Protokorm orchideji
nema diferencované zéklady zadnych organii ani meristému a svym vzhledem odpovida
nejlépe globularni fazi vyvoje embrya ostatnich rostlin. Jiz tento protokorm vytvaii
mykorhizu a nejspiSe se tak dostava do konfrontace s ptisunem fytohormonti houbového

ptvodu. Jelikoz orchideoidni mykorhiza patii mezi endomykorhizy, 1ze predpokladat
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piisun fytohormoni piimo do buné¢k mykorhiznich ¢asti. Protokormy orchideji jsou
vSak schopné normalniho vyvoje téz in vitro na médiich bez fytohormoni. Lze tedy
pfedpokladat existenci mechanismii umozilujicich pufrovat zmény v hladinach
fytohormonti zplsobené mykorhizou. Studiu této problematiky vSak dosud nebyla
vénovana pozornost.

Z toho, co bylo fecCeno je ziejmé, ze prave protokormy orchideji by pro pochopeni
regulaci mykorhiz fytohormony mohly byt velice vhodnym materidlem. Lze jich
kultivovat velké mnozstvi v definovanych podminkach in vitro, jejich vyvoj je dobie
charakterizovatelny (vedouci predevSim k zalozeni meristému prytu) a jsou zcela
kompletni rostlinou v dané rastové fazi. Pro tento utvar zakladajici polarn¢ meristém
mize byt rovnovaha fytohormonii podstatnd a snadno interpretovatelnd. Orchideje
mohu navic vytvaret funkéni mykorhizy také s houbami pro jiné rostliny patogennimi
(Downie, 1957; Hadley, 1963; Harvais et Hadley, 1967; Williamson et Hadley, 1970).
Mechanismy omezujici ¢inky houby by tu tedy mély byt dosti efektivni.

Jednou z moZnosti, jak omezit vliv houby na rostlinu miZe byt lokalizace mykorhiz do
urCitych mist rostlinného téla. Pro protokormy orchideji je typické polarizované
prorustani houbovych hyf od bazalniho polu embrya. Tento po6l nezaklada zadny
meristétm a slouzi jako mykotrofni tkan k zajisténi vyzivy. Do opacného poélu
protokormu houba neprortistd a tento zakladd meristém pro vznik prytu (viz. kapitola
1.3.2.2.). Vpfipad¢ pienosu fytohormonli zhouby do rostliny tedy muze byt

vyznamnym faktorem také lokalizace vzniklého signalu.

4.2.1. Utinek auxini a cytokinina

Experimenty prezentované v této praci svysevy semen na média s fytohormony
poukazuji na mozné schéma regulace vyvoje protokormu fytohormony. Na médiich
s auxiny byla pozorovana elongace bazalni Casti a omezeni riistu meristému prytu.
Pletivo, jehoz rist v experimentech podporovaly auxiny, mélo velké bunky svym
charakterem podobné pletivu bazalni ¢asti protokormu. Odlisné chovani vykazovaly
protokormy na médiich s cytokininy. Bylo podpofeno celkové zvétSovani meristému,
zakladalo se véEtsi mnozstvi meristematickych vrchold, nékdy téz ektopicky, a
v nékterych piipadech dochazelo az kvétveni protokorml. Pletivo, jehoz rust
v experimentech podporovaly auxiny, mélo mensi buiiky svym charakterem podobné
spiSe bunkam pélu meristému prytu neosetfenych protokormi. Tyto vysledky by mohl

vysvétlit model polarni lokalizace fytohormonli v protokormu. Pokud by dochézelo
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k lokalizaci auxini v bazalni ¢asti, prevazil by zde jejich efekt a stimulovaly by rust
bazalniho mykotrofniho pletiva. Na opa¢ném polu protokormu by vlivem snizené
endogenni koncentrace auxinl pievazil signal cytokininl a tyto pisobily rozsifovani
zakladniho pletiva meristému (vznik klasického hruskovitého tvaru) spolu s naslednou
diferenciaci meristematického p6lu. Na vyznamnou ulohu cytokinind v regulaci vyvoje
protokormu ukazuji také vysledky studia rodu Cypripedium (Harvais, 1972). Autor se
domniva, ze cytokininy jsou vyznamné pro urCeni orientace kofen/pryt stim, Ze
cytokininy podporuji vznik prytu (Harvais, 1972). Stimula¢ni t¢inek cytokininti na rast
pryti byl pozorovéan u riznych orchideji v fad¢ dalSich praci (viz. kapitola 1.5.2.2.).
Navrzeny model se tedy jevi ve shod¢ s témito literarnimi udaji.

Tento model podporuji také vysledky z experimentl v tekutych médiich, kdy auxiny
byly aplikovany na protokorm rovnomérné ze vSech stran. Zatimco na tuhych médiich
se znacnou pravdépodobnosti mohlo dojit ke tvorbé gradientu v endogennich hladinach
auxint, v tfepaném tekutém médiu byly protokormy neustdle omyvany stejnou
koncentraci auxini ze vSech stran. Pozorované zmény tu byly velice razantni —
protokormy v médiich s auxiny mohutné pfirtstaly, avSak nediferencovaly viibec
meristematicky pol. Pii vysevu do tohoto média vznikaly nejprve pomérné velké kulaté
protokormy, pozdéji jiz pfirtistajici nerovnomérné az posléze vytvarejici agregaty
ptirostlych kulovitych utvarti. Vzniklé pletivo mélo opét charakter velkych bunék
mykotrofniho pletiva bazdlni ¢asti neoSetfenych protokormil. Auxiny tu tedy opét
podporuji déleni bazalni ¢asti, avSak viceméné rovnomérné na celém povrchu
protokormu v kontaktu s médiem. Navic pifi vysoké koncentraci na celém povrchu
protokormu neumoznuji diferenciaci meristematického polu. Naskyta se zajimava
paralela s emryogenezi jinych rostlin. Zatimco tekutd média se pro proliferaci embryi
jevi velice vhodnd (Carneros et al., 2009), nasledné ustaveni polarity je v tekutych
médiich velice obtizné. Zpravidla je doporucovana kultivace na tuhych médiich, kde
muze dojit k ustaveni polarity. Pfedpoklada se, Ze je toto ustaveni polarity zavislé na
vytvofeni gradientu hladin endogennich auxint (Gupta et Grob, 1995).

V souladu s timto modelem je téZ dosud pouze orientacni pozorovani transformantti
exprimujicich GFP pod kontrolou auxinem indukovaného promotoru DRS. Pii kultivaci
v tekutém médiu s auxiny vykazovaly mens$i kulovité utvary rovnomérné rozlozeni
fluorescencniho signalu GFP (a tedy zifejmé téz hladin endogennich auxint). Nékteré
vEtsi utvary jiz nemély signal GFP rozlozeny rovnomérné, ale lokalizovany prednostné

do povrchovych bunck v misté intenzivnéji rostoucich ¢asti. NejspisSe tu tedy auxinové
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maximum specifikuje déleni buné€k, které vSak nediferencuji v klasické meristematické
Casti, ale maji charakter ¢asti bazalnich.

Vyse popsany model regulace fytohormony nejspiSe plati po celou dobu trvéani
protokormu, jak naznacuji experimenty s piedpeéstovanymi protokormy, které po
piesazeni na tuha média s auxiny reagovaly velmi podobnym zpiisobem jako pfi
pfimém vysevu. Na protokormech se tvofily dlouhé ttvary odpovidajici svym
charakterem bazélni ¢asti. Pfi pfesazeni do tekutého média s auxiny pak zcela zanikal
zaloZeny meristém prytu a tvofila se mohutné rostouci neorganizovand hmota stejné¢ho
charakteru, jako pfi ptimém vysevu do tekutého média. Oba tyto vysledky naznacuji na

stejné fungujici mechanismy téz v pozdéjsSich fazich vyvoje protokormd.

4.2.1.1. Souvislosti s embryogenezi ostatnich rostlin

Pokud vySe popsany model plati, naznaCuje zajimavou paralelu. Pfi vyvoji embrya
Arabidopsis thaliana dochazi v globularni fazi k polarizaci toku auxini a tvorbé
maxima jejich endogennich hladin v bazélni ¢asti u suspenzoru. Jedna se tu o aktivni
proces provazeny relokalizaci auxinovych ptfenasecti PIN1 a PIN7 (Friml et al., 2003).
Vysledky této prace tedy naznacuji, Ze v regulaci vyvoje protokormi orchideji se
uplatituji podobné mechanismy lokalizace fytohormonti jako v globularnim stadiu
embryi Arabidopsis thaliana. Embrya v semenech orchideji jsou viceméné kulatym
utvarem nediferencovanych bunék. Vznikaji pouze n¢kolikerym délenim bunék zygoty,
a jejich vyvoj je tak jakoby zastaven ve fazi odpovidajici pravé globuldrni fazi vyvoje
embrya Arabidopsis thaliana. Dalsi rozristani tohoto utvaru a piedevsim diferenciance
meristému se odehrava az po vykliceni zcela nezavisle na matetské rostling.

Pro tuto paralelu v lokalizaci auxint svédéi také chovani mutantti Arabidopsis thaliana
GNOM a c¢tyfnasobného mutanta pinlpin3pindpin7. Oba tyto mutanty vedou k podobné
poruse embryonalniho vyvoje. Ze zygoty vznika délenim globuldrni embryo, které vsak
neni schopné diferencovat zéklady organti, a vznikne tak pouze vétsi koule. Mutant
Gnom je defektni v ARF GTP/GDP vyménném faktoru potiebném pro spravnou
lokalizaci proteini PIN (Geldner et al., 2009). Mutant pinlpin3pindpin7 je defektni ve
vSech proteinech PIN pottebnych pro spravnou lokalizaci auxinu v embryu (Friml et al.,
2003; Friml, pers.com.). Oba tyto mutanty tedy nejsou schopné efektivniho transportu
auxinu a diky tomu nedokézi polarizovat globularni embryo. Velmi podobna reakce
byla pozorovéna pfi kultivaci protokormi orchideji v tekutém médiu s auxiny (kapitola

3.4.1.6.). Opét vznikaly kulovité utvary neschopné diferencovat meristematicky pol.
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Pravdépodobné je tedy pro diferenciaci meristematického poélu potfebné snizeni hladiny
endogennich auxinl, coZ umoZzni projev signalu cytokinint. Aplikace auxind v tekutém
médiu pak podobné jako zminéné mutanty Arabidopsis thaliana defektni v transportu
auxinu gnom a pinlpin3pindpin7 znemoznuje vytvoieni tohoto minima, a tedy
diferenciaci meristému prytu.

V souladu s timto modelem je dale skutecnost, Ze ke tvorbé mykorhizy dochazi fizené
na bazdlnim polu embrya. Praveé auxiny se ukazuji klicové v regulaci mykorhiznich
symbioz (viz. kapitola 1.4.1.7.). Pokud je tedy houba zdrojem auxini také
v orchideoidnich mykorhiznich symbidzach, mtize dochdzet vlivem mykorhizy ke
zvySeni obsahu endogennich auxinti v bunkdch bazalniho pélu protokormu. Toto
zvySeni by podle navrZzeného modelu neplsobilo vyraznéj$i poruchy ve vyvoji
protokormu. DoSlo by k podpofe déleni bunék bazilni Casti. Ta by se nejspiSe
prodluzovala a v dostatecné vzdalenosti od zdroje auxinii (tedy mykorhizni Casti)
vytvoftila pryt. Navrzeny model je tedy v souladu s pozorovanym pribé¢hem mykorhizni

kolonizace protokormtl.

4.2.1.2. Mozné souvislosti s evoluci obligatni mykotrofie

Za predpokladu platnosti tohoto modelu lze poté uvazovat o mozné evoluci typicky
malych semen orchideji. Semena s malym embryem bez diferencovanych zaklada
organti mohla vzniknout bud’ zastavenim vyvoje ve fazi odpovidajici globuldrnimu
embryu s dokoncenim vyvoje az po vykli¢eni, nebo redukci dalSich vyvojovych fazi
embrya s naslednou sekundarni diferenciaci po vyklic¢eni. Pokud se tedy uplatiiuji stejné
mechanismy v regulaci vyvoje globularniho embrya Arabidopsis thaliana a protokormu
orchideji, jevi se velice pravdépodobné, ze u orchideji doslo k zastaveni vyvoje embrya
vtéto fazi a rané faze vyvoje semenackl orchideji odpovidaji pozd&jSim fazim
embryogeneze jinych rostlin.

V kontextu téchto uvah je zajimavé, ze podobnd miniaturni semena se vyvinula
nezavisle u vétSiny obligadtné mykotrofnich rostlin (Leake, 1994). Bylo by tedy velice
zajimavé zjistit, zda se i v téchto piipadech uplatiiuji podobné mechanismy. Pokud by
tomu tak bylo, jevi se velice pravdépodobné, ze pokazdé dosSlo k zastaveni
embryondlniho vyvoje v pfislusné fazi. Pokud by se podafilo odhalit odlisné
mechanismy regulace vyvoje semendcku téchto rostlin po vykliceni, mohl by takovy

zpusob vyvoje nejspise vznikat t€Z jinymi cestami.
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4.2.1.3. Utinek kombinace NAA a BAP

Na vyznam rovnovahy mezi auxiny a cytokininy ukazuji také vysledky experimentu,
kdy byly protokormy péstovany na médiich s riznymi koncentracemi NAA a BAP. Na
médiich s 10 mg/l NAA a 0,01 mg/ BAP byl stile patrny inhibicni efekt pfilisné
koncentrace auxinti na rist protokormi. Vznikaly pouze malé protokormy se zbytnélym
pletivem bazalni ¢asti. Pokud byl ale k 10 mg/l NAA ptidan BAP ve vyssi koncentraci
1 mg/l, dorGstaly protokormy vétSich rozméra a nékteré vytvarely téz zvlastni protahlé
utvary. Inhibi¢ni Uc¢inek vysoké koncentrace NAA tu miize byt oslaben pfidanim BAP.
Nejspise je tedy pro spravny vyvoj potfebnd souhra obou auxinll i cytokinind. Na
médiich s vyrovnanou koncentraci NAA 1 BAP (1 a 1 mg/l) dochazelo ke tvorbé
zvlastnich uatvarii. Protahlych, zplvodniho protokormu poldrné rostoucich ¢ésti
protokormil. Jejich charakter byl vSak jakoby mezi klasickym prytem a elongovanym
protokormem na médiich s auxiny. Na vrcholu vytvarely meristematickou strukturu
mensich bun€k, posléze vsak silici v Sirsi ttvar tvofeny velkymi buiikami typickymi pro
bazalni ¢ast protokormu. Nereagovaly tak ale vSechny protokormy, u znacné Césti
dochdzelo pouze k ¢astecnému prodlouzeni Sirokého protokormu a rist zminénych
protahlych utvarii zadinal na rizné velkych protokormech riznou dobu po vykliceni.
Takové chovani 1ze nejspise vysvétlit rozdilnou distribuci NAA a BAP v protokormu.
I pfi zvySeni hladiny auxinil se tyto nejspiSe mohou v protokormu polarné transportovat
do bazalnich ¢asti. Pokud je tedy pfitomen v dostatecném mnozstvi také cytokinin,
mize snadno dojit k pfevazeni jeho ucinku v apikalni ¢asti protokormu, kde da podle
vySe navrzeného modelu vznik meristému. Vysokd hladina endogennich auxinti vSak
muze pusobit na buiiky blize bazdlni ¢asti, které timto dostanou signdl k diferenciaci v
typické veliké bunky bazalni ¢asti protokormu. Potvrzeni tohoto vysvétleni vSak bude

vyzadovat jesté dalsi experimenty.

4.2.2. U¢inek ABA a GA;

Dalsi testované fytohormony, ABA a GAj3 nevykazovaly vyrazny vliv na morfologii
semenackd. ABA samotnd inhibovala kliceni semen. Inhibi¢ni vliv na klieni semen
vykazovala u Dactylorhiza majalis jiz pfi koncentracich 0,01 a 0,1 mg/l a od
koncentrace 1 mg/l byl jiz vyvoj mladych protokormi inhibovan zcela, zatimco
u Anacamptis papilionacea s.s. byl inhibi¢ni efekt zietelné pozorovatelny od

koncentrace 0,1 mg/l a Gplnd inhibice nastala az na koncentraci 10 mg/l. Tyto vysledky
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jsou ve shod¢ s literarnimi tdaji, kdy ABA inhibovala kli¢eni Dactylorhiza maculata
(Van Waes, 1984) a semena tohoto druhu obsahovala niz§i mnozstvi endogenni ABA,
Naproti tomu sporé literarni udaje znaci, ze GAj kli¢eni orchideji nepodporuje, jak je to
Casté u jinych rostlin (Borris et Voigt, 1986; Van Waes et Debergh, 1986; Wilkinson et
al., 1994). V této praci experimenty s Dactylorhiza majalis a Anacamptis papilionacea
s.s. neprokazaly rozdil ve velikosti protokormi brzy po vykli¢eni. Uspotfadani
experimentll vSak neumoznovalo hodnoceni kli¢ivosti, ale pouze vyvoje semenackd,
takze mozny uc¢inek na stimulaci kli¢eni jinak dormantnich semen nemohl byt testovan.
Z provedenych experimentti vSak vyplyva, zZe kli¢eni neurychluje.

U Dactylorhiza majalis byl po dalsi dobé kultivace pozorovatelny plynuly pokles
velikosti protokormil se vzristajici koncentraci GA; v médiu. Protokormy vSak
nevykazovaly zjevné morfologické zmény. Mozné vysvétleni skyta paralela s ucinky
GA3 u jinych, 1épe prozkoumanych rostlin. Gibereliny obecné funguji v regulaci fady
d&jt jako signal pro prechod do dalsi vyvojové faze (Viktor Zarsky, pers.com.). Pokud
by tomu tak bylo téZ u protokormt orchideji, signalizoval by GA; pro ukonceni faze
rustu protokormu a piechod do faze tvorby prytu. Je-li tato dalsi faze zavisla na jinych
faktorech, mohl by tento model vysvétlit pozorované zmenSeni velikosti protokormd.
Tento model je ve shodé€ s literarnimi Gdaji, kdy GA; podporoval rist pryti u Catasetum
fimbriatum (Suzuki et al., 2004) a semenackt rodu Dactylorhiza (Borris et Albrecht,
1969; Gruenschneder, 1973). Jiny giberelin, GA4, podporoval rist prytd Cypripedium

calceolus (Borris, 1969).

4.3. U&inek fytohormoni na houby

Pti tvorbé mykorhizy je ovlivnéno jak prislusné pletivo rostliny, tak hyfy houby.
Predpoklada se tedy obousmérnad signalizace mezi houbou a rostlinou. Dosavadni
vysledky naznacuji, Ze vyznamnou roli v signalizaci houby rostliné mohou hrat
fytohormony, pfedevs§im auxiny (viz. kapitola 1.4.1.7.). O signalizaci v opacném sm¢éru,
tedy rostliny houbé, vsSak informace chybi. Jelikoz houby dokazi syntetizovat
fytohormony, byl by mozny ucinek téchto latek také na jejich rast a vyvoj. Existuji
ojedin¢lé star§i prace zabyvajici se UCinkem fytohormonl na rist hub v pomérné
vysokych koncentracich — fadové stovky mg/l (Rypacek et Sladky 1972; Rypécek et
Sladky, 1973; Sladky et Tichy, 1974; Vinklarkova et Sladky, 1978). Vzhledem
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k obvyklym uéinnym koncentracim fytohormond v rostlinach se jevi dosti
pravdépodobné, ze takto vysoké koncentrace fytohormonti se ve fyziologickych
podminkach regulace mykorhiz neuplatituji. Ostatné vysledky této prace ukazaly, ze
takto vysoké koncentrace auxint a cytokinind jsou jiz pro orchideje letalni. V této praci
byl tedy proveden také experiment zabyvajici se ucinky nizsich koncentraci vybranych
fytohormonii na rist a vyvoj dvou mykorhiznich hub. Cytokinin BAP nevyvolaval
zfetelné zmény, ale vSechny testované auxiny (2,4-D, IBA, NAA) zmény vyvolavaly.
Pii koncentracich 100 mg/l byla pozorovana mohutnd odezva spocivajici predevSim
ve zvySeném vétveni hyf. Podobné zmény vSak bylo mozno pozorovat jiz pfi nizsich
koncentracich 1 a 10 mg/l a v ne€kterych ptipadech jiz 0,1 mg/l. Pfi odpovidajicich
koncentracich fytohormonti v médiu jsou jiz protokormy orchideji schopné ristu a na
koncentraci 0,1 mg/1 jiz i celkem normalniho vyvoje. Je tedy mozné, Ze auxiny hraji roli
téz v komunikaci ve sméru rostlina houbé.

Pti tvorbé orchideoidnich mykorhiz dochéazi v rostlinnych buiikach ke vzniku smotka
vétvenych hyf — pelotontl (viz. Gryndler et al., 2004). Zmény pozorované v této praci na
myceliu hub kultivovanych na vyssSich koncentracich auxinu vedou ke vzniku shlukii
vétvenych hyf, jez Casteéné pfipominaji tyto pelotony. Naskyta se tedy moznost, Ze
v orchideoidnich mykorhiznich symbiozach reguluji auxiny také wvyvoj houby.
Signalizace auxiny by pak mohla vytvaret sloZitou sit’ vzajemnych regulaci, kdy tyto

ovliviiuji rast a vyvoj obou partnertt mykorhizni asociace navzajem.
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5. Zavéry

Studium ranych fazi vyvoje semenacki vybranych orchideji a mykorhiznich hub vedlo

k nasledujicim zavérim:

e Semenacky zkoumanych orchideji mohou vyuzivat jako vyhradni zdroj energie
a uhliku sacharidy fruktozu, glukézu, maltézu, rafindzu, sorbitol, sachardézu a
trehaldzu. V malé mife je metabolizovana téz laktoza.

e Semenacky Dactylorhiza majalis mohou pfijimat manitol z média a akumulovat
ho ve vysokych koncentracich. NejspisSe je také okrajové vyuzitelny.

e Semenacky Ophrys eleonorae mohou pfijimat manitol z média, akumulovat ho a
jen v malé mife utilizovat.

e Trehaléza muze byt vyuzivana orchidejemi rodu Dactylorhiza jako vyhradni
zdroj uhliku a energie. Zatimco pro semenacky Dactylorhiza majalis je trehal6za
rovnocennym zdrojem se sachar6zou, semenacky Dactylorhiza maculata ssp.
maculata ji metabolizuji, avSak pfirdstaji vyrazné¢ mén¢ oproti sacharéze.

e U Ophrys eleonorae ma fruktdza inhibi¢ni ti¢inek na vyvoj ranych fazi
semenacku ¢i pfimo kliceni.

e U Dactylorhiza majalis ma glukéza nejspise inhibi¢ni ucinek na vyvoj ranych
fazi semenacku ¢i primo klic¢eni.

e Semenacky Ophrys eleonorae nemetabolizuji galaktozu a pro orchideje obecné
ma siln¢ inhibi¢ni az toxicky ucinek.

e Semena orchideji obsahuji mens$i mnozstvi rozpustnych sacharidd. U
Anacamptis papilionacea s.s., Dactylorhiza incarnata, Dactylorhiza majalis,
Himantoglossum robertianum, Orchis purpurea i Sobralia dichotoma je hlavnim
sacharidem v semenech sachardza.

e Analyzované mykorhizni houby orchideji obsahuji predevsim glukozu, fruktézu
a manitol.

¢ Kinetin a kinetin ribosid inhibuji vyvoj ranych fazi semenackt Dactylorhiza
majalis az v koncentraci 100 mg/l. Médium s koncentraci téchto fytohormont

10 mg/l umoziuje zdarny vyvoj semenacki.
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Auxiny vyrazn¢ neinhibuji kliceni semen Dactylorhiza fuchsii ani
v koncentracich 100 mg/l média.

Vyvoj protokormi orchideji je fizen auxiny a cytokininy

ABA inhibuje kliceni Dactylorhiza majalis i Anacamptis papilionacea.

GAj; neurychluje kliceni Dactylorhiza majalis ani Anacamptis papilionacea.

V orchidejich podéeledi Orchidoideae bylo dosazeno exprese GFP pod
kontrolou promotoru 35S i DR5rev.

Orchidej Dactylorhiza fuchsii byla transformovana pomoci Agrobacterium

tumefaciens
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Priloha 1 - pouzité chemikalie

(£)-ABA
1-NAA
2,4-D

6-BAP
agar

Agarose electrophoresis grade

aktivni uhli
Ca(0Cl),

Ca3(PO4)2

C&Clz

casein enz. hydrolyzat
claforan

COC12

CU.SO4'5H20
D-(+)-galactose

D-(+)-raffinose pentahydrate

D-fructosa
D-mannit
D-sorbit

FCSO4'7H20
GA;

glukoza

Glycerol (plant)
glycin

H,SO4

hygromycin

IBA

K>;HPO4
kanamycin

KCl

KH,PO4

KI

kinetin
kinetinribosid
KNO3

kyselina citronova
kyselina nikotinova
lactosa

maltose monohydrate

MgS0,4-7H,0
MnSO4-H,O
myo-inositol

Sigma, Plant Cell Culture Tested, app. 99%, A1049
Serva, p.a., analytical grade, 30080

Sigma, Plant Cell Culture Tested, min. 95%,
D-8407

Serva, reinst — research grade, 14812
Sigma, Plant Cell Culture Tested, A 1296
GibcoBRL (Life Technologies™), 15510
Sigma, Cell Culture Tested, C-9157
Chlorové vapno na desinfekci — Spolana a.s.
Neratovice

Lachema

Lachema, purum

Sigma, Plant Cell Culture Tested, C-7290
Ceftax

Lachema

Penta

Sigma, min. 99%, G0750

Fluka (BioChemika), for microbiology, >99%
(HPLC), 83400

Lachema, p.a., 40419

Lach-Ner, p.a., Kat.c. 30635

Serva, Research grade for bacteriology and
pharmacology, >99% (HPLC), 35230
Lachema, p.a.

Sigma, Plant Cell Culture Tested, min. 90% of total
gibberellins, G7645

Penta, p.a.

Serva, 23176

Sigma, Plant Cell Culture Tested, G-6143
Lachema, p.a.

Sigma

Lachema

Lachema, p.a., 30540

Sigma

Lach-Ner, p.a.

Lachema, p.a.

Lachema

Serva, p.a. — analytical grade, 27190

Serva, p.a., analytical grade, 27195
Lachema, p.a.

Penta, bezvoda, p.a.

Serva, research grade, 30320

Duchefa Biochemie, Prod.No M0811, Lot.No:
001590.04

Lach-Ner, p.a., 30807

Merck, p.a., 6963

Sigma, min. 99%, 15125
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Na,EDTA-2H,0
NazMOO4'2H20
NaN03

NH4NO;
pangamin
pepton

pyridoxin — HCl
rifampicin
sacharoza
Savo®

thiamin — HCI
trehaloza

Tween® 20
yeast extract
ZnSO4'7H20

Lach-Ner, p.a.

Lachema, p.a.

Lachema, p.a.

Penta, p.a.

FF Servis, PargaVit — Original, L001165

Roth, Pepton aus Casein, tryptisch verdaut, Charge
40790950

Sigma, Plant Cell Culture Tested, P-8666

Sigma

Penta, p.a.

Biochemie Bohumin

Sigma, Plant Cell Culture Tested, T-3902
Duchefa Biochemie, >99%, T1395,
Lot.No:006169.02

Serva, pure, 37470

Serva, Yeast extract Servabacter™ powder, 24540
Lachema, p.a.
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Priloha 2 — kultiva¢ni média

zasobni roztoky pro pripravu médii

Zasobni roztoky soli

Mo

objem

KH,PO4

MgS0O,4-7H,0

CaCLz

skladovan v chladnicce

MS-A

objem

NH4NO;

KNO;

C&Clz

MgSO4'7H20

KH,PO4

skladovan v chladnicce

MS-B

objem

KI

MHSO4'H20
ZHSO4'7H20
NazMOO4'2H20
CuSO4-5H,0

CoCl,

skladovan v chladnicce

Fe

objem
FCSO4'7H20
Na,EDTA-2H,0

11

28¢g
28¢g
20¢g

11
33¢g
38¢g
6,62 ¢
74 ¢
34¢g

500 ml
0,083 g
1,69 g

0,860 g
0,025 ¢
2,5 mg
1,3 mg

500 ml
2,78 g
3,73 g

Ob¢ slozky byly rozpustény oddelené ve 200 ml destilované vody, zahtaty v mikrovinné

troubé na cca 80°C, poté byl roztok FeSO4-7H,0O pozvolna prilit za stalého michani
k roztoku Na,EDTA-2H,0, stale michano az do vychladnuti, doplnéno destilovanou

vodou na objem 500 ml.

zamrazeno po 5 ml v nadobkach (-20°C)
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MS-D

objem 500 ml
inositol 10g
kyselina nikotinova 50 mg
pyridoxin — HCI 50 mg
thiamin — HCI 50 mg
glycin 02¢g
zamrazeno po 5 ml v nadobkach (-20°C)
RAM3 A

objem 11
Ca3(PO4)2 2 g
KH,PO, 2g
hngCufH{ﬁ) 4g
skladovén v chladnicce

Zasobni roztoky vitaminu

DAGR

objem 500 ml
inositol 10g
kyselina nikotinova 50 mg
pyridoxin (HCI) 50 mg
thiamin (HCI) 10 mg
glycin 02¢g
zamrazeno po 5 ml v nadobkach (-20°C)
vtm

objem 100 ml
thiamin (HCI) 0,002 g
pyridoxin (HCI) 0,002 g
kyselina nikotinova 0,0l g
glycin 0,06 g

zamrazeno po 5 ml v nadobkach (-20°C)

ananas

K pfipravé roztoku byl pouzivan ananas zakoupeny v bézné obchodni siti. Kuchynskym
nozem byl rozkrajen na platky, z nich okrajeny §irsi okraje, ty dale zpracovany pro tento
roztok. Vlastni sttedova Cast byla pouzita k jinym (kulinarskym) ucelim. Okraje byly
nakrajeny na kosti¢ky cca 2 x 2 cm, vlozeny do platéného sacku, tento maximalné
komprimovan stlaovanim a sta¢enim v rukach nad §irSi misou, do niz byla jimana
vylisovana kapalina. Tato byla nasledné rozpipetovana po 5 a 10 ml do plastovych
nadobek a skladovana do pouziti pii -80°C.
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Zasobni roztoky fytohormonu

Kinetin

- roztok 10 mg/ml
rozpusténo v Cistém ethanolu
- roztok 0,5 mg/ml
nafedéno z roztoku 10 mg/ml
sterilizovano filtraci, skladovano pii -20°C, ptidavano po klavovani

BAP

- roztok 10 mg/ml
108 mg rozpusténo v 5 ml 1M NaOH, doplnéno demineralizovanou vodou
- roztok 0,5 mg/ml
nafedéno z roztoku 10 mg/ml
skladovano pti +4°C, pridavano pted kldvovanim

IBA

- roztok 10 mg/ml
rozpusténo v ¢istém ethanolu
- roztok 0,5 mg/ml
nafedéno z roztoku 10 mg/ml
sterilizovano filtraci, skladovano pti -20°C, piidavano po kldvovani

2,4-D

- roztok 10 mg/ml
rozpusténo v ¢istém ethanolu
- roztok 0,5 mg/ml
10-20 mg rozpusténo v 500 ul 1M NaOH, doplnéno demineralizovanou vodou
skladovano pti +4°C, pridavano pred klavovanim

NAA

- roztok 10 mg/ml
95 mg rozpusténo ve 4 ml 1M NaOH, doplnéno demineralizovanou vodou
- roztok 0,5 mg/ml
nafedéno z roztoku 10 mg/ml
skladovano pti +4°C, pridavano pred kldvovanim

Kinetin riboside

- roztok 10 mg/ml
rozpusténo v ¢istém ethanolu
- roztok 0,5 mg/ml
nafedéno z roztoku 10 mg/ml
sterilizovano filtraci, skladovano pti -20°C, ptidavano po kldvovani
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ABA

- roztok 10 mg/ml
24 mg rozpusténo ve 2 ml 1M KOH, doplnéno demineralizovanou vodou
- roztok 0,5 mg/ml
nafedéno z roztoku 10 mg/ml
sterilizovano filtraci, skladovano pti -20°C, pfidavano po kldvovani

GA;

- roztok 10 mg/ml
69 mg rozpusténo ve 4 ml 1M KOH, dopInéno demineralizovanou vodou
- roztok 0,5 mg/ml
natfedéno z roztoku 10 mg/ml
skladovano pfti +4°C, ptidavano ptred klavovanim

Zasobni roztoky antibiotik

kanamycin

roztok 50 mg/ml
rozpusténo v destilované vodé¢, sterilizovano filtraci, skladovano pii +4°C, pfidavano po
klavovani (1 ml na litr média)

hygromycin

roztok 18 mg/ml
rozpusténo v destilované vode¢, sterilizovano filtraci, skladovano pii +4°C, ptidavano po
klavovani (1 ml na litr média)

rifampicin

roztok 10 mg/ml
rozpus$téno v methanolu, skladovéano pti -20°C, pfidavano po kldvovani (10 ml na litr
média)

claforan

roztok 100 mg/ml
rozpusténo v destilované vode¢, sterilizovano filtraci, skladovano pii -20°C, pfidavano
po klavovani (2,5 ml na litr média)
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Kkultiva¢ni média

1/4-2 (modifikované médium Murashige a Skoog (1962)

objem
MS-A
MS-B

Fe

MS-D
pangamin

casein enz. hydrolyzat

ananas
sachar6za
aktivni uhli
kinetin
agar

pH 5,8

11

12,5 ml
1,25 ml
1,25 ml
1,25 ml
045¢
lg

20 ml
I5¢g
0,5¢g

2 mg
g

CA »Czapkiiv-Doxiiv agar® (dle Czapek, 1903; Dox, 1909)

objem
sachar6za
K>HPO,4
KCl
NaNO3

MgS0,4-7H,0
FCSO4'7H20

agar
pH 7.3
LB

objem
pepton

yeast extract

NaCl
agar

pH neupravovano (7,0)

11
30¢g
lg
05¢g
3g
0,5¢g
0,01 ¢g
I5¢g

11
10g
58
10g
17,5 ¢g
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FM

objem
MS-A
MS-B
Fe

MS-D

casein enz. hydrolyzat
kyselina citronova

sachardza

glukéza

aktivni uhli

agar

pH 5,8

s ptidavkem fytohormoni v koncentracich 0,01; 0,1; 1; 10 a 100 mg/1:
oznadceni fytohormon

FMN NAA

FMD 2,4-D

FMK kinetin

FMR kinetin ribosid

FMB BAP

FMG GA3

FMA ABA

FMM kombinace (viz. kap.2.2.6.1.)
FMO bez fytohormoni

Michl (modifikovano dle Michl, 1988)

Objem
KH,PO4

MgSO4'7H20

KCl
C&Clz

kyselina citronova

yeast extract

casein enz. hydrolyzat

glukéza
sacharoza

pyridoxin — HCI

thiamin — HCI

niacinamid

kyselina listova

agar
pH 5,8

11

12,5 ml
1,25 ml
1,25 ml
1,25 ml
2g
0,15¢g
20g
10g
0,5¢g
g

11
0,216 g
0,246 g
0,15¢g
0,022 ¢
0,192 g
0,5¢g
0,5¢g
10g
20g

I mg

I mg

I mg

I mg
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Mo2

objem 11
MS-A 1 ml
MS-B 1,25 ml
Fe 1,25 ml
MS-D I ml
Mo 25 ml
pangamin 09¢g
yeast extract l4g
casein enz. hydrolyzat lg
ananas 20 ml
sacharoza 10g
aktivni uhli 0,5¢g
kinetin 2 mg
agar g

pH 5,8

SM

objem 11
RAM3 A 20 ml
MS-B 2 ml
Fe 2 ml
MS-D 2 ml
casein enz. hydrolyzat 2¢g
kyselina citronova 0,15¢
aktivni uhli 0,5¢g
agar g

pH 5,8

s ptidavkem sacharidi:

oznaceni cukr koncentrace
SMMA maltose monohydrate 50 mM
SMSB D-sorbitol 100 mM
SMG D-glucosa 100 mM
SMMN D-manit 100 mM
SMF D-fructosa 100 mM
SMR D(+) raffinose pentahydrate 33,3 mM
SMGAL D(+) galactose 100 mM
SMS sachardza 50 mM
SMT trehal6za 50 mM
SML lactosa 50 mM
SMFG gludza + fruktdza 50 + 50 mM
SMSG sachardza + glukdza viz.kap. 2.2.5.5.

135



Piiloha 2 — kultivaéni média

STEMON (modifikované H1 médium - Clements et al., 1986, Rasmussen et al.,

1990)

objem

MS-A

yeast extract

ovesna mouka

sachar6za

agar

pH neupravovano (pH 6,0)

SU2

objem

MS-A

MS-B

Fe

MS-D

yeast extract

casein enz. hydrolyzat
sachar6za

pH 5,8

SU3

objem
MS-A
MS-B

Fe

MS-D

yeast extract
casein enz. hydrolyzat
sachar6za
NAA

2,4-D

pH 5,8

SuU4

objem
MS-A
MS-B

Fe

MS-D

yeast extract
casein enz. hydrolyzat
sachar6za
glukédza
NAA

2,4-D

pH 5,8

11
5 ml

11

12,5 ml
1,25 ml
1,25 ml
1,25 ml
0,5¢g
2g
I5g

11

12,5 ml
1,25 ml
1,25 ml
1,25 ml
0,5¢g

I5g
I mg
I mg

11

12,5 ml
1,25 ml
1,25 ml
1,25 ml
0,5¢g

I5g

Sg
1 mg
I mg
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YEB

objem

pepton

yeast extract

sachar6za

MgSO4

agar

pH neupravovano (7,0)

YEB+MgSO,

objem

pepton

yeast extract

sachar6za

MgSO04

pH neupravovano (7,0)

YEB recovery

objem

pepton

yeast extract

sachar6za

NaCl

KCl

Mng

MgSO04

pH neupravovano (7,0), sterilizovano filtraci

11
10g

685¢g
58¢g

1,86 g
9,52 ¢
120¢g
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Priloha 3 — vvsevy rostlin

kéd druh ptvod datum sbéru |datum vysevu [Ca(OCl); [min]
AP1 Anacampris papilionacea s.s. Albania, Bistrica 6.5.2009 12.7.2009 9
DF1 Dactylorhiza fuchsii CR, Radlo u Jablonce 2008 30.11.2008 10
DF2 Dactylorhiza fuchsii CR, Radlo u Jablonce 2008 29.5.2009 10
DI1 Dactylorhiza incarnata v kultufe 6.7.2008 6.8.2008 6
DM1 Dactylorhiza majalis CR, Radlo u Jablonce 2008 18.7.2008 10
DM2 Dactylorhiza majalis CR, Radlo u Jablonce 2008 23.10.2008 7
DM3 Dactylorhiza majalis CR, Radlo u Jablonce 2008 15.4.2009 9
DM4 Dactylorhiza majalis CR, Radlo u Jablonce 2008 26.4.2009 9
DM5 Dactylorhiza majalis v kultufe 5.7.2008 13.5.2009 10
DM6 Dactylorhiza majalis v kultufe 21.6.2009 1.7.2009 9
DM7 Dactylorhiza majalis v kultuie 21.6.2009 4.7.2009 9
DM8 Dactylorhiza majalis CR, Kokofinsko 5.7.2009 8.7.2009 9
DM9 Dactylorhiza majalis CR, Kokofinsko 5.7.2009 8.7.2009 9
DM10 Dactylorhiza majalis CR, Kokofinsko 5.7.2009 12.7.2009 9
DN1 Dactylorhiza maculata ssp. maculata v kultufe 3.7.2008 6.8.2008 6
ED1 Oeceoclades decaryana v kultufe 20.3.2008 29.4.2009 10
HRA1 Himantoglossum robertianum EAAada, Megowobvi 7.5.2009 11.7.2009 9
OE1 Ophrys eleonarae Italia, Puglia, Mattinata 18.5.2006 26.4.2009 10
SF1 Stenoglottis fimbriata v kultufe 23.11.2008 27.2.2009 10
SF2 Stenoglottis fimbriata v kulture 15.12.2007 26.4.2009 10
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