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1. Uvod.

Naprosta vétSina rostlin je po cely zivot autotrofni. Orchideje jsou neobvyklé tim, ze
jejich casna vyvojova stadia jsou heterotrofni a energii ani uhlik si neumi obstarat samy
z nezivé prirody. Semena orchideji jsou extrémné mald a patii mezi nejmensi semena na svété
vubec (Arditti et Ghani, 2000; Rasmussen et Rasmussen, 2009). Jejich jedinou Zivou ¢asti je
vlastni zarodek (embryo) a semena neobsahuji Zadna diferencovana zasobni pletiva. Drobna
semena orchideji proto obsahuji jen velice malé mnozstvi zasobnich latek, které nestaci k
tomu, aby mohl zarodek vytvofit autotrofni pletiva. Zasobni latky v semenech mohou
zpravidla zajistit vyzivu pouze béhem vlastniho kli¢eni. Po vykliceni se embryo vyviji ve
specidlni utvar, tzv. protokorm, ktery je alesponn ve svych Casnych fazich vyvoje plné
heterotrofni (Bernard, 1909; Yeung, 2017). Zatimco u epifytickych druhti orchideji zacinaji
fotosyntetizovat Casto jiz star§i protokormy, u terestrickych druhd jsou protokormy casto
celou dobu zivota nezelené a rostou pod zemi. Tato faze protokormu mize u nékterych druhii
orchideji trvat i znacné dlouhou dobu, v fadu let (Rasmussen, 1995). Pozdéji z protokormu

vyrusta prvni pryt a kofeny.

V ptirozenych podminkach jsou mladé heterotrofni orchideje zavislé na mykorhizni
symbidze se specifickymi houbami (Peterson et al., 1998; Vij et al.,, 2002). Ze svych
symbiotickych hub ziskavaji veskerou potiebnou vyzivu a diky tomu mohou vyrtst ze semen
v zelené rostliny. V umélych podminkéach je vSak ustaveni funkéni symbidzy pomérné
naro¢né. Ke komer¢nim Uceliim se proto orchideje rozmnozuji takika vyhradné umélou
cestou bez symbiotickych hub. Semena se vysévaji do axenickych podminek in vitro na
specidlni zivna média, kterda mladym orchidejim poskytnou vSechny potiebné latky namisto
symbiotickych hub (Arditti, 1984; Yam et Arditti, 2017). Semena orchideji je pfed vysevem
nutné dobie desinfikovat. Pokud se totiZ na médium dostanou zarodky jinych Zzivych

organismu, nejspiSe agresivné porostou a zahubi orchideje (tzv. kontaminace).

Cely tento postup tzv. asymbiotického vysevu in vitro ma fadu uskali a je nezbytné jej
optimalizovat pro kazdy druh ¢i skupinu ptibuznych druhti. Prvnim problémem je dormance
semen. Mnoho druhii orchideji vyzaduje specifické oSetfeni semen, které narusi jejich
dormanci. Castym problémem je to, Ze semena orchideji maji siln& vyvinuté osemeni, které
brani priniku vody dovnitf semene a tim také kli€eni. Pro Gspé&$né axenické vykliceni semen

je proto nutné narusit osemeni tak, aby prinik vody umoznilo. V praxi se osemeni rozrusuje



pusobenim agresivnich roztokii — zpravidla stejnych, jaké se pouzivaji k desinfekci semen
pred vysevem. Jeden krok celého vysevu nazyvany vétSinou jednoduse souslovim ,,desinfekce
semen* tedy zajistuje dve zcela odlisné potieby: vlastni desinfekci semen a rozruSeni osementi

(Arditti, 1967, Rasmussen, 1995; Yam et Arditti, 2017).

Druhym problémem je nalezeni spravnych kultiva¢nich podminek pro protokormy a
star$i semenace orchideji. Rizné druhy orchideji vytvareji mykorhizni symbidzu s raznymi
houbami a je pravdépodobné, Ze podle toho maji rizné naroky na kultivaéni médium, které
houbu v axenické kultufe nahrazuje. Kultivaéni médium, které vyhovuje jedné orchideji,
muze byt pro jiny druh zcela nevhodné. Navic se Casto liSi naroky mladych protokormi a
starSich semendcl. Pro kliCeni a mladé protokormy jsou Casto vhodna jednodussi a mén¢
koncentrovana média nez pro star$i rostliny. Kultivacni podminky vSak nesestavaji pouze ze

samotné¢ho média, ale dilezita je také teplota, osvétleni a vétrani kultur.

Tfetim a mnohdy nejtéz§im problémem je pievod semenacu z kultury in vitro do
hrnkové kultury ve skleniku. Zde se naroky nékterych orchideji 1isi zcela diametralné.
Vétsinou je kliCové prevadét dobfe narostlé semenace ve spravné vyvojové i rustové fazi.
Samotny kultiva¢ni substrat vhodny pro zasazeni semenacu ex vitro byva odlisny od toho,
ktery vyhovuje dospélym rostlinam. Ex vifro semenace jsou zvyklé na vysokou vlhkost a

zpravidla vyzaduji jemnéjsi a vlh¢i substrat nez dospélé rostliny.

Vypracovani dobie fungujiciho postupu rozmnoZovani konkrétnich orchideji vysevem
in vitro je tedy znacn€ komplexni zaleZitost. Optimalizace celého postupu zpravidla trva roky
rozmnozovani vysevem je dobfe zpracovany pro bézn¢ prodavané epifytické druhy, jako jsou
naptiklad Cattleya, Oncidium ¢ Phalaenopsis. Pro drtivou vétSinu méné péstovanych druhii
ale postup optimalizovdn nebyl a mnoho terestrickych druhli takto rozmnozovat viibec
neumime (Rasmussen, 1995; Yam et Arditti, 2017). Jednou ze skupin orchideji, které jsou
rozmnozovany jen vzacné a s nejistymi vysledky, jsou také mnohé evropské terestrické
orchideje. Casto se pfitom jedna o napadné druhy s potencidlem pro vyuziti v komerénim
zahradnictvi. Zaroven je fada druhli orchideji ohroZzend a umélé rozmnoZovéani by mohlo
pomoci k jejich zachrang. V této praci jsme se proto zaméfili na vypracovani efektivniho

zpiisobu rozmnoZovani ttech piibuznych rodl sttedomoiskych orchideji.



2. Cil metodiky

Cilem metodiky je ptredstavit efektivni zptisob rozmnozovani sttedomoiskych orchideji

rodt Anacamptis Rich., Ophrys L. a Serapias L. asymbiotickym vysevem in vitro.

3. Strucny popis metodiky

Rostliny jsou kultivovany asymbiotickym vysevem in vitro. Zrala vysuSena semena jsou
desinfikovana v injekénich stfikackach s filtrem vyrobenym znylonové sitoviny. Po
desinfekci je suspenze semen ve sterilni vod¢ vytlacovana do sterilnich kultivacnich nadob na
povrch kultivacniho média ER1/4-2A ztuzeného agarem. Misky jsou kultivovany ve tm¢ a
stalé teploté. Starsi rostliny jsou pfesazeny na médium BM-2b a po zalozeni prvnich pryti
jsou kultury umistény na svétlo. Po vytvoteni hliz a kofent jsou rostliny v zim¢ pfesazovany

do kvétinacu ve skleniku.

4. Detailni popis metodiky

4.1. Potiebné pristrojové vybaveni

pH metr

Autoklav (parni tlakovy sterilizator)

Poloautomatické pipety

Zatizeni na vyrobu demineralizované vody

Mikrovlnna trouba (pro zahiivani média)

Flow-box (box pro sterilni praci)

Kultiva¢ni mistnost se stalou teplotou + 20 az 23°C umoziujici kultivaci ve tmé

Kultivaéni mistnost se stalou teplotou + 12 az 13°C umoziujici kultivaci na svétle (kratky den

8 /16 hodin; ozafenost cca 100 W m™).

Kahan



4.2. Potiebné materialové vybaveni
Papirové sacky
Plastové jednorazové injekéni stiikacky objemu 3 nebo 5 ml (Luer lock).

Jednorazové sterilni jehly na injekéni stiikacky priméru 1,2 a 1,8 mm (18Gx 1 1/2”7, Luer-

Lock; 15G x 1 1/2°"; Luer-Lock).

Nylonova sit’ Uhelon (primér ok cca 40 um; napi. UHELON 130 T)
Sterilni plastové petriho misky (prumér 9 nebo 6 cm)

Parafilm

Spi¢ky na pipety

Chlorové vapno

Demineralizovana ¢i destilovana voda (vodivost pod 0,3 ps/cm)
Filtra¢ni papir

Filtra¢ni nalevka

Sméacedlo Tween 20

Autoklavovatelné uzaviratelné nadoby (napt. lahev se Sroubovacim uzdvérem DURAN, 500

ml, 86 x 176 mm)

Cisty lih (70%)

Pinzety

Bézné laboratorni nadobi (kadinky, odmérné valce, banky)
Cednik

Slozky kultiva¢nich médii uvedené v tabulkéach ¢. 1 a 2.



4.3. Sbér semen

Sbirame celé zralé tobolky a uklddame je ihned do papirovych sackl. Sbér je nutné
provadét za pocasi bez desté, protoze semena sbirand za mokra nasledné silné¢ kontaminuji.
Zcela idedlni je sbér semen ze sklenikovych kultur chranénych pted destém. Sacky umistime
do prostiedi s pokojovou teplotou, kde mohou dobie vysychat. Chranime je pted pfimym

slune¢nim zafenim.

4.4. Skladovani semen pred vysevem

Zrala semena skladujeme v papirovych saccich v suchém prostoru se stalou teplotou
+18 az +26°C. Pted vysevem ze semen odstranime zbytky tobolek i jinych ¢asti rostlin (napf.

ruénim piebranim pomoci pinzety).

4.5. Slozeni kultiva¢nich médii

Pro postupy popsané v této metodice jsou potieba dvé kultivaéni média, kterd byla
vyvinuta pro tuto metodiku a jejichz slozeni je uvedeno v tabulkach ¢. 1 a 2 této metodiky:
ER1/4-2A a BM-2b. Ob¢ média jsou ztuZena agarem v mnozstvi 7 g /1 a pH je upraveno pred

autoklavovanim na 5,7.

Tabulka 1: Slozeni kultivaéniho média ER1/4-2A.

celkovy objem 11

instantni médium ,,ER medium including vitamins* (Duchefa, |1g

kat. & £0208)

pangamin (bézné k dostani v 1€karnach, napt. Pangamin 0,45¢
KLASIK, Rapeto)
Aminosteril N-Hepa 8% (Fresenius Kabi) 10 ml

ananasova Stdva (piipravena vymackanim z Cerstvého ananasu | 10 ml

— lze skladovat zmraZenou pfti -20°C)

sachar6za (napft. Penta, kat. ¢. 24970-31000) 10g
trehal6za (napt. Duchefa, kat. ¢. T1395) 5¢

aktivni uhli (napf. Sigma-Aldrich, kat. ¢. C9157) 0,5¢g
kinetin (napf. Sigma-Aldrich, kat. ¢. K3378) 2 mg




Tabulka 2: Slozeni kultivaéniho média BM-2b.

celkovy objem 11
instantni médium BM-2 (Himedia, kat. ¢. PT064) 242 ¢
MES puft (napi. Duchefa, kat. ¢. M1503) lg
yeast extract (napt. Duchefa, kat. ¢. Y1333) ldg
aktivni uhli (napf. Sigma-Aldrich, kat. ¢. C9157) 0,5¢g
kinetin (napf. Sigma-Aldrich, kat. ¢. K3378) 0,5 mg

4.6. Priprava kultiva¢nich médii

Pfipravime si varnou nadobu, nalijeme do ni mnozstvi demineralizované vody
odpovidajici poloviné planovaného objemu média a postupné v ni rozpoustime jednotlivé
slozky média za stalého michani. Po rozpusténi vSech slozek (a dobrého rozmichani aktivniho
uhli) doplnime objem média na findlnim hodnotu. Poté upravime pH na hodnotu 5,7 a
nasledné¢ pfiddme odvdzené mnozstvi agaru. Po pfidani agaru médium kratce povaiime
zahtfivanim v mikrovlnné troub& a dikladné¢ zamichame. Médium ER1/4-2A nalijeme do
autoklavovatelnych lahvi 500 ml, vydesinfikujeme autokldvovanim (20 min pfi teploté 121°C
a tlaku 144 kPa) a po zchladnuti na 45°C rozlévame asepticky ve Flow boxu do sterilnich
Petriho misek. Po zatuhnuti média misky pfiklopime a skladujeme ve tmé v mikroténovych
saccich pti +4°C az +7°C po co nejkratsi dobu, maximalné 1 mésic. Médium BM-2b nalijeme
ihned po rozvareni agaru do sklenénych nadob urcenych pro kultivaci star§ich semenaci a
autoklavovanim vydesinfikujeme celé kultivaéni nadoby 1 s médiem. Vrstva média
ve sklenénych kultiva¢nich nddobach by méla mit tloustku 1 — 2 cm. Pfed zatuhnutim média
je nezbytné nadoby pravideln¢ michat, aby nedoslo k usazeni aktivniho uhli na dno. Médium

ve sklenénych nadobach Ize skladovat ve tmé maximalné tfi mésice.

4.7. Priprava roztoku chlorového vapna

20 g chlorového vapna dobte rozmichdme ve 100 ml demineralizované vody. Nechdme
1 hodinu odstat mimo piimé slunecni svétlo. Nasledné roztok piefiltrujeme pies filtracni papir
vlozeny ve filtra¢ni ndlevce. Do filtratu ptidame jednu kapku smacedla Tween 20, zamichame
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a vysledny roztok ihned pouzivame. Roztok pfipravujeme vzdy Cerstvy a neskladujeme ho

déle, nez 2 hodiny.

4.8. Vysev semen

Z nylonové sitoviny (primér ok cca 40 pum; napt. UHELON 130 T) ustiihneme
nuzkami ctverecek o délce strany piiblizn€ 1,5 cm. Tento Ctverecek prilozime stiedem na
hrdlo injekéni stiikacky a pies n€j nasadime jehlu priméru 1,2 mm (napt. 18Gx 1 1/2", Luer-
Lock; Dispomedicor Rt.). Vysledkem je jedna vrstva nylonové sitoviny uzaviena v hrdle
injek¢ni jehly a tésné priléhajici k injekeni stiikacce. Tato vrstva bude dale fungovat jako filtr
odd€lujici semena od roztoki. Tento aparat je detailn¢ popsan v praci Ponert et al. (2011).
Z injekeni stiikacky s nylonovou sitkou vytahneme pist, vlozime sucha ptecisténa semena a
zpét zasuneme pist. Nasledné dovnitf nasdvame piislusné roztoky dle nize uvedeného

postupu:

70% ethanol (vodny roztok), protiepat, inkubovat 4 minuty, odstiiknout;
3 X nasat demineralizovanou vodu, prottepat, odstfiknout;

nasat demineralizovanou vodu a protiepat.

Od této chvile pracujeme asepticky ve flow boxu.

Nasat roztok chlorového véapna, protiepat, inkubovat 5 minut, béhem této doby 1 x vymenit

roztok za Cerstvy (odstfiknout a nasat novy), ostfiknout;
3 X nasat sterilni demineralizovanou vodu, protiepat, odstfiknout;
nasat sterilni demineralizovanou vodu a protiepat.

Vysledkem je suspenze desinfikovanych semen ve sterilni vodé. Vymeénime jehlu
s nylonovym filtrem za novou sterilni jehlu priméru 1,8 mm (napi. 15G x 1 1/2""; Luer-Lock;
Dispomedicor Rt.) bez filtru. Stfikacku protfepeme, aby doslo k promichani suspenze semen
ve vodé, a suspenzi semen prudce vytlacujeme na povrch média v Petriho miskach. Z jedné
sttikacky obsahujici 3 ml suspenze lze vysit 6 az 10 Petriho misek. Petriho misky uzavieme
vickem, mirnym horizontdlnim krouZivym pohybem rozprostteme suspenzi semen po
povrchu média a misky na boku obalime minimaln€ dvéma vrstvami parafilmu. Voda se do

média béhem nékolika dnu vsakne.



4.9. Kultivace po vysevu in vitro

Po vysevu kultury umistime do tmy a stalé teploty v rozmezi + 20 az 23°C. Kultury
kontrolujeme po dvou tydnech od vysevu a nésledné jednou mésicné, pricemz piipadné
kontaminované Petriho misky vyhazujeme. Béhem dvou tydnti az dvou mésici bude viditelny
rast protokormii. Pokud protokormy dorostou velikosti 2 az 4 mm, nebo pokud vytvareji
vyrazné vrcholy pryti (obrazek 1), pfesazujeme je na nové médium BM-2b ve sklenénych
kultivacnich néadobach, které svou velikosti umoznuji nasledny vyvoj pryti a hliz.
Ptesazovani provadime sterilnimi pinzetami asepticky ve flow boxu. Po piesdzeni umistime
kultury do stalé teploty +12°C. Pokud protokormtim nezacal vyrustat pryt, kultivujeme je dale
ve tm¢, dokud nezacne vyrtistat pryt. Od chvile, kdy za¢ne prvnim protokormim rist pryt,
kultivujeme celou kulturu na svétle pti ozafenosti cca 100 W m a kratkodenni fotoperiodé (8
hodin svétla, 16 hodin tmy). Pokud protokormiim neza¢nou vyristat zelené Casti pryti a
koteny ¢i hlizy do dvou mésict od pfesazeni, presadime je znovu na stejné nové médium. Od
faze, kdy rostou néapadné listy a podzemni organy, jiz rostliny zpravidla neni potieba
ptesazovat. Pokud bychom vsak rostliny kultivovali dlouhou dobu, je nezbytné rostliny po 11

meésicich presadit na nové médium.

Obrazek 1: Protokormy Ophrys bertoloniiformis, které prave dorostly nejmensi velikosti

vhodné pro piesazeni na nové médium.
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4.10.Pfevod semenaci do podminek ex vitro

Pro uspésny prevod do podminek ex vitro by rostliny mély byt v aktivnim rastu, bez
znamek hnédnuti s vytvorenymi velkymi hlizami a s listy (obrazek 2). V podminkéch stfedni
Evropy je uspésny prevod mozny pouze v obdobi od 1.1. do 15.3. Pozd¢ji prevedené rostliny
se Spatn¢ ujimaji, protoze jsou jiz vyssi teploty, delsi den a rostliny maji tendenci ihned
zatahovat. Pfevod provadime v nesterilnich podminkach. Rostliny i s kultivaénim médiem
opatrn¢ vyjmeme z kultiva¢ni naddoby tak, aby nedoslo k poldmani rostlin, a polozime je na
cednik. Nésledné¢ médium odmyjeme silnym proudem vody. Vyhodné lze vyuzit sprchu. Je
nezbytné odstranit veskeré zbytky média. Dfive, nez rostliny oschnou, je zasadime do vlhkého
substratu (pisek, pemza, Seramis, perlit, jemnd kompostovana kura, hlinity substrat ,,John
Innes No. 1 vpoméru 1:1:1:1:0,5:0,5, s ptidavkem 5 % jemné drceného vépence)
v kvétinaich zpalené hliny a zalijeme. Na spodu kvétind¢e by méla byt drendz
z vapencového stérku vypliujici spodni 1/3 vysky kvétinace. Kvétinace zasenkujeme do vétsi
nadoby s piskem, nebo do zahonu s piskem a umistime do chladného skleniku s minimalni
(neptfesahovala venkovni teplotu) a nocni klesala na minimalni nastavené hodnoty, dokud to

umozni venkovni pocasi.

PR LR R EEEE LT LT
. 20 e 9l 2la anemE e B

Obrazek 2: Semenace Ophrys biscutella ve velikosti vhodné k pievodu do podminek ex

Vitro.
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4.11.Casovy harmonogram

Protoze je pievod do nesterilnich podminek mozny kvili pritbéhu pocasi pouze kratkou
cast roku, je nutné cely postup spravné nacasovat. Vysev je vhodné provadét od ledna do
dubna. Protokormy vétSinou narostou do velikosti vhodné pro pfesdzeni béhem tiech az sedmi
mésici. Rostliny lze potom pievést do nesterilnich podminek ex vitro zacatkem nasledujiciho
roku. Reakce jednotlivych druhti se 1iSi a mize se stat, Ze vyvoj dané¢ho druhu bude probihat
pomaleji. V tom piipadé Ize tento Casovy postup modifikovat tak, Ze rostliny kultivujeme
libovoln¢ dlouhou dobu in vitro pii teploté 12°C a kratkém dni. Tuto fazi kultivace lze tedy

prodlouzit, za ptedpokladu piesazovani na nové médium i na n¢kolik let.

5. Srovnani novosti postupi

Jedna se o novou metodiku. Tato metodika poprvé predstavuje slozeni dvou
kultiva¢nich médii optimalizovanych pro kultivaci orchideji rodi Anacamptis, Ophrys a
Serapias, konkrétné média ER1/4-2A a média BM-2b (tabulky 1 a 2). Toto jedinecné sloZeni
kultiva¢nich médii je zde doplnéno kultivaci za nizkych teplot a kratkého dne. V dfive
publikovanych postupech jsou zde pojednavané orchideje kultivovany za béznych
laboratornich teplot 20-25°C a normalni délky dne. Tyto orchideje ale v ptirodé rostou
v zimnim obdobi a jsou k riistu stimulovany nizkymi teplotami a kratkym dnem. VyuZiti zde
popsané kultivace za nizkych teplot a kratkého dne proto vede k rychlejSimu ristu a produkci

zdravéjSich semenac, které se 1épe ujimaji.
6. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika je uréena nckolika skupindm uzivateli: (i) Vyzkumné instituce mohou
pomoci zde popsaného postupu kultivovat orchideje rodl Anacamptis, Ophrys a Serapias
k vyzkumnym uceltim. (i1) Ochranafi mohou namnozit ohroZené druhy orchideji a pokusit se
o posileni populaci ¢i reintrodukei na zanikld stanovisté. (iii) Zahradnické firmy mohou
pripravit semenace ke komercnim ucelim. Tato metodika je zaméfena na popis postupu
umozinujictho vypéstovani sobéstaénych semenaci orchideji rodt Anacamptis, Ophrys a

Serapias vhodnych pro dalsi dopéstovani ve skleniku.
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7. Ekonomické aspekty

Pro pracovisté, kde je zavedend kultivace jakychkoliv rostlin in vitro, jsou naklady na
zavedeni metodiky prakticky nulové. Jediné, co bude nutné doplnit, je spotiebni material. Na
vysev je potfeba nasledujicich polozek, které nejsou béznou soucasti in vitro kultivacnich

postupt (ceny jsou uvedeny vcetné DPH):

Tabulka 3: naklady na spotfebni material, ktery neni béznou soucasti laboratoii vybavenych

pro in vitro kultivace.

Polozka cena za kus [K¢] mnoZstvi oSetfenych | cena za jedno
semen semeno [K¢]

Injekéni stiikacka 1,5 300 0,005
Nylonova sit’ 1 m2 400 > 100 000 0,004
Injekéni jehla 1,8 1,8 300 0,006

mm

Injekéni jehla 1,2 0,9 300 0,003

mm

Chlorové vapno 70 30 000 0,002

Petriho misky 2 300 0,006

Nértst néklada oproti klasickym in vitro kulturam lze tedy predpokladat o 0,026 K¢ na
semeno. Pfi celkové UspéSnosti 20 % to odpovida 0,13 K¢ na rostlinu, coz je vici béZznym
nakladim na in vitro kultivace zanedbatelné. Popsany postup tedy svymi ekonomickymi

naklady zhruba odpovida ndkladlim na rozmnozovani jinych rostlin in vitro.
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