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1. UVOD

NevSedni tvary vSech moZnych barev a velikostiSkou tajemstvi zahalené zakony
vyvoje, exotika vzacnosti i pomysin& skute&nd vysostnost orchideji, to vSe upoutavalo
lidské wdomi od nepasti.

Tropy s bujnou vegetaci, s nimiz jsou v pmtbhmi &tSiny lidi orchideje spojovany,
nejsou vSak vysostnym domovem vice nez dvacett tiBuhi, jimiz se py3ni tato
nejobséhlejSiceled swtovée flory. | kdyz nejetSi mnoZstvi rozmanitych zastupc
vstavaovitych je vazano skute¢ na tropické a subtropické oblasti Z&mostou mnohé i
v chladrgjSich pasmech, jak ve vysokych horach, tak dokamzedalekém severu a jen
Antarktida a ktera rozsahla poustni Uzemi nehosti ani jedink.dhustralie, Jizni i Severni
Amerika, stej# tak jako Asie a Evropa, maji své orchideje.

Je zcela paradoxni, ze tak rozsahly soubanaaitych rostlin, jakym jsou orchideje,
neposkytuje prakticky zadny hospsidy uzitek. Nijaka vzacnai krasna deva, dilezita
|éCiva, suroviny pro technické zpracovani, pkostic, jen mimdadnou krasu, gvab,
neobvyklost, fijemnou vini ¢i odporné pachy, neifitelné velké nebo i pro specialistu az
piilis miniaturni k¥ty, tedy jen zdroje péSeni pro milovnika a nanke zkoumani pro
vazrejsiho zajemce. (PROCHAZKA ET VELISEK983).

Vstavaovité (Orchidaceae)jsou jednou z nejiiSich ¢eledi semennych rostlin. Jak jiz
bylo fedeno, zahrnuji asi 20 000 diiuhz toho 50 druh se vyskytuje eské republice.
Stredoevropské druhy orchideji patvzhledem ke slozité ekologii a biologii mezi
nejohrozeyjsi. Navic se v tomto obdobiistavaji s poputai explozi, coz je doprovazeno
Ubytkem nebo dokonce ztratowdkterych druli. V sowasné dob jsou stavajici lokality
degradovany vlivem kyselych depozic a eutrofizadtkteré druhy, nap Dactylorhiza
incarnata nebo Liparis loeselij jsou ohroZeny rosstajicimi se porosty rakosu, coz je
problém lokalit naCeskolipsku. (HON® ET JOZA, 1995). Do poloviny 20. stoleti zmizelo
nenavratdy z kwteny nasi republiky 7 drubh Nékolik dalSich je na pokraji vyhynuti.
(VEJSDOVA ET AL., 1998). V satasné dob stoji terestrické orchideje popredi
ochranéskych zajni v souvislosti s druhovou ochranou a jejich citliveeakci na rusivé
vlivy vnéjSich faktoti na pivodni prostedi.

Naststi se v poslednich letech situace zlepSilaislatiku realizaci tzv. ,Zachrannych
progranii, fizenych Spravami CHKO a Agenturou ochrarirqaly a krajiny (AOPK),
které zahrnuji také vhodny management stavajiokdit.



DalSim progedkem aktivni ochrany, sffujicim k obno¥ populaci ohroZzenych taxan
je metoda jejich kultivace technikano vitro a zpstného vysazeni (repatriace) navpdni
lokality v ndvaznosti na znalost ekologie a biotoghroZzeného taxonu. Technikavitro je
¢asto jedinou moznou metodou mnozZeni terestrickyaideji. Kultivace se néastji
provadi generativni metodou v asymbiotickych podkdach, @i které zdroj uhlikatych latek
v Zivném médiu nahrazujéifpmnost houbového endofyta.

Rivodre mélo byt cilem této prace vypracovani standardni hetgenerativnihan vitro
mnozeni pro druh terestrické orchidejparis loeselii(L.), ktery je u nas kriticky ohrozeny
a navic je ohrozeny i z hlediska celoevropskéhoQ@RAZKA ET AL., 2001). Tento cil
se nepoddo zcela splnit, protoZze se ukazalo, Ze mnoZehbtm druhu je extrémn
obtizné, ale poddo se vtomto snaZzeni postoupit alespo kricek, coz povazuji za
aspech.

Dale tato prace &a zahrnovat studium autekologickych charakterissikbiotopu
sledovanych populaci. Na lok&liRuda byly zpracovany 3 fytocenologické snimky, ale
pouze v jednom fiipack byl nalezerLiparis loeselii Z tohoto dvodu nebylo mozné tento
druh na této lokakt blize sledovat. Pré&vproto se tato prace Z2ztgi casti, zabyva

generativnim mnozenim metodouwvitro.



2. LITERARNI PREHLED

2.1 Charakteristika éeledi Orchidaceae

Orchideje jsou co dietnosti rod i druhi nejbohatSéeledi viiSi rostlin, zahrnujici asi
20 000 drubi. Nejpaetrgji jsou zastoupeny v tropickych pasmech vSecétashili, kde
zejména v oblastech desStnych pralesvysokohorskych miznych kege druhova pestrost
orchideji velmi vysoka (JATIOVA ET SMITAK1996).

Orchideje jsou velmi mladoteledi jednodloZznych rostlin. Jejich vznik je datovan do
obdobi stednich druhohor, tj.ffblizn¢ pied 100 az 150 miliony let. Vyragsi vyvoj tohoto
fadu za&al probihat v poslednich 30 milibnech let a probiti@nzivrie i v sowasnosti.
Z biochemickeé stranky o tom &Ki nedostatek genetickych izofdch bariér, diky nimz
mize dochazet k snadnémtiZeni druli, ale i gibuznych rod (POTUCEK ET CACKO,
1996).

Lidstvo zna orchideje jiz odistlowku, presto vSak prvni zminky o jejich vyskytu na
nadem Gzemi pochazeji az z konce 16. stoleti. (HRIBA, 1980b).

Obeci miZzeme orchideje roztit na druhy epifyticke, které Ziji na jinych rasthch a
vyuzivaji je pouze jako podkladu a terestrické {g®, rostouci v zemi (PROCHAZKA ET
VELISEK, 1983).

Zatimco Vv tropech vyraZnprevazuji epifytni druhy nad terestrickymi, se ds&tajici
zenepisnou Sikou klesa peet druhi osidlujicich stromy, f&s subtropy, kde se jejich pém
vzajemr vyrovnava, az do mirného pasma, kde jsou domovemwyhradré jen zemni —
terestrické druhy orchideji (JATIOVA ET SMITAK, 189 K této skupit pati viechny
evropské druhy detns priblizné 50 drutii rostoucich Weské republice (PROCHAZKA ET
VELISEK, 1983). Hospodaky vyznamné jsou ipdevsim tropické druhy zahradnicky
vyuzivané pro své krasné &y a pongrné snadné mnozenDgendrobium, Phalaenopsis,
Cattleyaa dal$i) (POUWCEK ET CACKO, 1996).Sirsi praktické pouZiti ma pouzéyodns
mexicky druh vanilka plocholistdvanilla planifolia. Jeji vélcovité dlouhé tobolky
v nedozralém stavu obsahuji vanilin, ktery je jeuniz nejroz&ergjSich vonidel
(PROCHAZKA ET VELISEK, 1983). Zahradnicky vyuzivané jsouedevsim tropické
druhy, gstované pro svou mini@dnou krasu, jwvab, neobvyklost a po¥fmé snadné
mnozeni (POUCEK ET CACKO, 1996). V Evrop i jinych ¢astech ssta mel v minulosti
rozsahlé pouziti salep, dodnes velmi zadamgevsSim v Malé Asii. Jedna se o suSené hlizy
orchideji sbiranédnem kwtu nebo &sns po odketu (PROCHAZKA, 1980b).
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2.1.1 Morfologie

Vstav@ovité jsou vytrvalé, sSinou lysé byliny s velmi rozdilnou morfologickstavbou
a to jak vegetativnich organtak kwtu. VSechny nasSe druhy pek terestrickym druim
a pretrvavaji nefiznivé obdobi roku hil hlizami, vesnss parovymi (z laské vyista letoSni
rostlina a sotasré s tim se tvéi nova hliza jako zaklad pro rostlinu vigiim roce), nebo
velmi riznotvarié utvaenymi oddenky (&kdy i zcela bezkinnymi), vyjime&né pahlizami
(ztloustlymi stonkovymi ¢lanky se zakrélym vrcholem), casgji se vyskytujicimi u
tropickych zastupcéeledi (PROCHAZKA, 1980a).

U hliznatych druln je nutnd kazdokmi rekolonizace jednoletych adventivnichiéaai
mykorhizni houbou (DIJKET AL., 1997). Kdeny rostlin na zimu odumiraji aqzimujici
hliza neni houbou kolonizovana. Adventivnidy a oddenky oddenkatych diukistavaji
kolonizovany permanent{RASMUSSEN, 1995).

Lodyhy jsou u vSech naSich orchideji kimpené, bd’ listnaté, nebo porostlé jen
zakrrelymi Supinami (u drufh nezelenych, obligatn mykotrofnich). Listy jsou vzdy
necklené, jednoduché, celokrajnéiidave, postavené ve spirale nebo dadé; u gkterych
druhi se na lodyze sérem nahoru ndpadrzmensuji a fechézeji v tzv. listenovité listy
(podobné listetim). Lodyzni listy mohou byt &kdy sblizené, zdanlé vsticné. U vSech
nasich drufi jsou listy tenké, jednoletéfipemni mohou byt v d@bkvétu jiz zcela nebo
casténé odunielé, Zilnatina je obvykle so&bna, vzac# sitkovana. Na okrajich ligtse
vzacré mohou tvéit adventivni pupeny, jez slouzi vegetativhimu ropiovani z naSich
druhi jen u mékkyné bazinné -HammarbygpaludosaPROCHAZKA, 1980a).

Orchideje maji oproti jinym cévnatym rostlingadu biologickych zvlastnosttemena
nemaji zasobni latky uloZzené v endospermu a azahéd vigjimky nejsou Zivotaschopna bez
symbiotickych hub. Orchideje mohou velmi UspowmyuZivat Zivin a vody. A jako kvetouci
rostliny maji velmi komplikovany a zajimavy vztalogylovaum, jimzZ je gizpisobena také
morfologicka stavba kit i mechanismus opyleni. Kty orchideji lakaji hmyz barvou a
vini. Zbarveni keta je pizpasobeno vidni hmyzu. Jak znamo, hmyz ma &mdl posunuto
ke kratSim vinovym délkdm, a proto nevnima i@aervené barvy z oblasti dlouhovinného
spektra. Z tohotot/odu je u orchideji vzacnéa pravérvena barva (DUSEK ETRISTEK,
1986).



OdliSnosti mezi orchidejemi jsou i ve farmyzivy (dosgla individua mohou byt kil
autotrofni, mixotrofni nebo oblig&trheterotrofni) nebo rozdilnymi Zivotnimi formamia(n
jedné strat geofyty, na druhé stranvétSinou v tropech, epifyty) (PROCHAZKA, 1980b).

2.1.2 Zivotni cyklus orchideji

Za peatek zivotniho cyklu Ize povazovat zrala semendideji. Ta jsou charakteristicka
velmi malymi rozndry a nizkou hmotnosti 0,3-14 pug (SMITH ET READ, Tp®rchideje
produkuji velké mnozstvi semen. Skladaji se pouredokonale vyvinutého beddZzného
embrya, které tvd nekolik stovek az tisic buik, a pro vodu obtiznh propustné testy.
Embryo tvdi ctyii typy burgk, a to suspensor, epidermis, kortex a meristénEMENTS,
1988). S vyjimkou omezeného mnozstvi zasobnichemiota lipidi v buikach embrya
neobsahuji semena orchideji Zadné jiné zasobnj [®ETERSON ET AL., 1998). Diky
malym roznérim a hmotnostem mohou byt tato semena fozdna anemocho¥n Pokud
by vyklicila vS8echna semena a pokud by jim nekonkuroval girganismy, osidlila by tato
skupina rostlin doit let cely povrch souse ZeéniPROCHAZKA, 1980b).

VSechny orchideje Ziji na &tku svého ktieni heterotrofés Jejich semena totiz obsahuji
pouze kapiky oleje, které dostalji nanejvys k tomu, aby umoznily rozmnoZzovani ¢ékua
vytvoreni kdaenovych viask protokormu (MOLLER, 1987). @mto ka‘enovym viaskm,
které se z&naji tvait na bazalntasti embrya, séika rhizoidy (RASMUSSEN, 1995).

V prvnich fazich vyvoje tedy embrydijpna vodu, z¢tSuje swij objem a postuph
prorazi testu. Jiz v této fazi mohou byt embrysokidovana mykorhizni houbou, ktera do
nich pronik& pes suspensor, ktery se nachazi na bazalnim kocyanPo kratké dabjsou
kolonizovany i ostatni¢asti embrya s vyjimkou apikalniho konce, kde sehaaeji
meristematicka pletiva (UETAKE ET PETERSON, 199ETERSON ET AL., 1998). Tato
vyvojova stadia se oztaji jako protokorm, coz je termin specificky pougm celed
Orchidaceae(CLEMENTS, 1988).

Pozdji se exogen&ivyklene na hiejSim konci kuzelovity hrbol, mici se posléze v duté
ousko. V jeho dutié se p@ne tvdit druhy list a osa se z&a prodluzuje. Tento nezeleny
Gtvar se pak #mi v ka‘enovou hlizku, jez je v mladi pokryta rhizoidy, i&ezanikaji az po
vyvinuti adventivnich kieni. Nasleduje tvorba zelenych, asinditéch listi. Jejich pdet se
rok od roku zvy3uje s vyvojem rostliny a jejich aasich orgat (PROCHAZKA, 1980b).

Az do vytvdgeni prvnich fotosynteticky aktivnich lisjsou vSechny druhy orchideji gin

zavislé na mykotrofii. Se ziskavanim autotrofiezeslabuje vyznam mykotrofie a&kieré



druhy se stavaji mixotrofnimi, u jinych drultato Zivotni zavislost mizi (v do8psti pin
autotrofni druhy jsou napCypripediumcalceolusa Listera ovatda U nezelenych druh
(nap. Neottia nidus-avispretrvava mykotrofie po cely Zivot rostliny (BURKHARD987).

Pokud rostlina ukath svij ontogeneticky vyvoj a ma déd vyvinuté zasobni organy,
piechazi do generatividasti vyvoje. VSechny druhy orchideji peibuji k uskutéenéni svého
ontogenetického vyvojeckolik let, v zavislosti na druhu orchideje Birpdnich podminkach
v nichz se vyskytuji. Mize to byt #i, ale také pt a vice let (PROCHAZKA1980b;
PROCHAZKA ET VELISEK, 1983).

Orchideje mirného pasmaibeme dlit z hlediska sezonniho rytmu nakolik skupin. Ty
jsou charakteristické oblastiyndu a také zasobnimi organy orchideji.

Vyvoj nadzemnich orgénzelenych oddenkatych driuorchideji probiha v normalnim
veget&nim obdobi roku. Jejich vegeétd cyklus se neliSi od&Biny vytrvalych bylin.
Vyjimku tvori druh Goodyera repensktery je naSi jedinou stale zelenou orchideji
(PROCHAZKA,1980b; DIJK ET AL.1997).

2.1.3 Mykorrhiza

Mykorrhiza je symbioticky vztahdgnich hub a kieni vysSich rostlin. RozliSujeme
nékolik typi mykorrhiz, g@icemz tzv. orchideoidni mykorrhiza pat mezi tzv.
endomykorrhizy. To znamena, Ze hyfy figtaji jak mezibu&nymi prostory, tak do buik
primarni kiry korene (SMITH ET READ, 1997; BALAZ, 1999). Ektotrofiykorrhizu , i
které houbova vldkna vytigi plad’ na povrchu kieni, maji kugikladucetné lesni tkviny,
ale i rekteré byliny (PROCHAZKA ET VELISEK, 1983).

U orchideji v kolonizovaném protokormu a adiuenm koeni se vytvé tii vrstvy
burék: vrstva s vyvijejicim se myceliem (tvorba tzv.lggeni — klubiek), vrstva s
degradujicimi a zanikajicimi pelotony a vrstva acekez infekce, se zasobnimi latkami
(HADLEY ET WILLIAMSON, 1971; RASMUSSEN, 1990; UETAK ET PETERSON,
1997).

Podle nazorugkterych autol, nagf. (HADLEY, 1975; PROCHAZKA, 1980), orchideje
parazituji na houbtak, Ze v Wwité fazi z&inaji "stravovat” pelotony, které pak vyuzZivaji ke
své vyzi¥. Jini (SMITH ET READ, 1997; ANDERSEN ET RASMUSSEN996) se
piiklani k nazoru, Ze vifpadt "stravovani” endofyta se jedna o regulaci infelpmamoci
rostlinami produkovanymi fytoalexiny, tj. alkaloidyz nichz jsou znamy orchinol,

lorroglossol a hircinol. Endofyti mohou pigit mezi silrg patogenni taxony hubiidy



Basidiomyceteskteré u jinych drui rostlin mohou vyvolavatizné chorobyg¢asto vedouci
k uhynim. K €mto taxomim pati nag. rody Rhizoctonia, Ceratobasidium, SebacmadalSi
(ANDERSEN ET RASMUSSEN, 1996; SMITH ET READ, 1997).

Jak jiz byloreceno vySe, je orchideoidni mykorrhiza nezbytna dideki a dalSi vyvoj
orchideji. Hyfy jsou fitahovany semenem dosud neznamym mechanismem téatcak
symbionti (CLEMENTS, 1988; POWCEK ET CACKO, 1996), vnikaji do protokormu
skrze kdenové vldSeni nebo jinymi epidermalniminkami blizko suspensoru. Houba
poskytuje protokormu energeticky bohaté sachar@ITH, 1967; ALEXANDER ET
HADLEY, 1985), fistové latky (HADLEY, 1970), aminokyseliny a dalSiganické latky
(ANDERSEN ET RASMUSSEN, 1996).

U dosplych autotrofnich rostlin plni mykorrhiza funkci s@bovani mineralni vyZzivou,
piedevsSim fosforem a dusikem (ALEXANDER ET HADLEY, 8%). Orchideje maji
newtveny kaenovy systém, tdeny jen kolika duznatymi kéeny. Ziskavani fosforu by po
jeho oderpani zrhizosféry bylo obtizné ziwbdu jeho malé pohyblivosti v ugé.
Mimokorenové mycelium zde funguje analogicky rétmenému kéenovému systému a
slouzi jako dinna sorgni struktura nejen pro fosfaty, ale i pro jiné givia pro vodu.

Endofytické houby jsou stale nedostate znamé a jejich i@sné uteni pomaha

budoucim generacim kgSit sloZité otazkyippestovani nasich orchideji.



2.2 Charakteristika modelového druhu

ProtoZe vice druhtohoto rodu ma mastrdesklé listy, bylo podle toho vyt¥eno i jméno
rodu (liparos zné v fectiné masti leskly, mastny). Okolo 300 zastupeoodu, néleziciho
k druho¥ nejbohatSim mezi orchidejemiubec, je rozieno s vyjimkou Antarktidy a
Arktidy témét po celém povrchu Zen(PROCHAZKA ET VELISEK, 1983). Druhové
pojmenovani bylo vyti@no na poest J. Losela, profesora lékbvi a botanického

s

spisovatele z Kralovce, zijiciho v letech 1607-1657

2.2.1 Morfologie

Liparis loeseliije swtle Zlutozelend, vytrvala, lysd 6 — 20 (25) cm \kgsoostlina (viz
Prilohy, fotografie 3). Pahlizy ma té&nnadzemni (nova je vzdy oddalena od stare), zelené,
Siroce vejité az obvejité, portkud zplostlé, 8-12 (-16) mm vysokeé a 6-10 (-13) mm Siroke,
obalené zbytky lskych listovych pochev. Lodyha jefima, Stihla, na bazi se&emi
pochvovit svinutymi Supinami, v dolni polovinse déma plr¢ vyvinutymi, podlouhlymi,
zaspéalymi, témsi vsticnymi, masta lesklymi, vice meé& vzptimenymi, 4-13 cm
dlouhymi a 8-30 mm Sirokymi listy. Drobné, zeleng#| vzgimené kéty, vyrastaji z pazdi
kratickych trojuhelnikovitych listel jeZ jsou maximakstejré dlouhé jako stopkovitédast
vietenovitych, iihrannych semenik skladajicitidky klas. Ok¥étni listky jsou vSechny
Sirocerozestalé, Wi kopinat carkovité, tizilné, s poskud podvinutymi okraji, okolo 5
mm dlouhé, vnini parové poékud kratSi a uzSi. Bezostruzny pysk je dedy nebo jen
meélce trojlalainy, podlouhly nebo podlouhle dly, tupy, na okraji slabzvinény, @i bazi
Zlabkovity, asi 4,5 mm dlouhy a 2,3 mm Siroky. &unje zpravidla rovnovagndo strany
(kvéty se otéeji obvykle o 270°, ¢kdy o rico mér ¢i vice). Na vrcholu 2 — 2,5 mm
vysokého, kupedu zahnutého sloupku je opadavy prasnié&geni bryckami bez stopeek.
Druh kvete odéervna docervence, vzaehjedt posatkem srpna. (PROCHAZKA ET
VELISEK, 1983).

2.2.2 Ontogeneze
Z velmi drobnych semen (pnérna délka 0,34 mm aikh jen 0,16 mm) vyviji se
v prirodk za gitomnosti houbového endofyta ochlupeny mykorhizangtSujici se az do

treti vegetani periody, kdy koncem léta dochazi poprvé k vigwd hlizy. Ctvrty rok se



vyviji prvni zeleny list a sedmym rokem je rostlisehopna kvést. Poté, co ontogeneze
dosgje do stadia vyvoje zelenych listto znamena do obdobi, kdy se jiz podili na catkov
vyZzivé nejen mykotrofie, ale také fotosyntetickd asimalagsou rostliny v urlych
podminkach schopny existovat i bez houbového etalofyoz sedci o pongrné slabé
mykotrofii vysSich ontogenetickych stadii druhu. idopahlizy se vyvijeji kazdotoe

v pazdi nejvyssiho listu a maji na konci vegetasezony jiz zcela diferencovany vegeia
vrchol uzaveny ve spoléném obalu s pahlizou. Protoze pahliza neobsahdjgZdoubova
vlakny, dochazi kazdoto¢ nové infekci tak, Ze nové adventivnirkay profistaji do mist
obali lonskych hliz, kde je houbafippmna a pronikne do nich. Kty jsou pivodre piné
organizovany pro ignos brylek hmyzem. V naSich podminkach jsou vaakosprasné.
Kratce po otekeni kwta vypadavaji brylky na bliznutemuz zakrslé rostellum nerize
zabranit. FestoZze u 70% jediicv populacich se vyvijeji plody z vice nez 50%tkytakze
tvorba semen je obrovskéieplada asi rozmnozovani vegetativni. Z adventivipcpert,
vytvoienych na starych hlizach, vyviji se mladé rostlijako dvouleté semen@
(PROCHAZKA ET VELISEK, 1983).

2.2.3 Ekologie

Druh Liparis loeselii roste na slatinach, slatinnych loukach, panevmagelinistich,
pramenistich a vlhkych piscich s neutralni nebletstasaditou reakci (pH 4,9-8,5), s vysoko
poloZenou hladinou podzemni vody (online, 23.7.2007

Autai studujici ekologii L. loeselii se shoduji v nazoru, Ze jednim ze zékladnich
piedpoklad pro peziti tohoto konkuretné slabého druhu je specificky vodni rezim
(NAVRATILOVA ET NAVRATIL, 2005).

SUCCOW (sec. PROCHAZKA ETERNOHOUS, 1985) udavé jako optimalni hladinu
piizniva nebo vylduje jeho existenci Upin

Liparis loeseliise gechod® uplatiuje jako pionyrska rostlinafpppo¢atenim obsazovani
obnazenych mist (nAppo €zb¢ raSeliny), lokald se niize vyskytovat na fechodech
slatinnych a raSelinnych spoenstev do rakosovitych, vrbovych a olSovych pdirost
(ADAMEC, 2007).

Bchem vegeténi sezony 2004 byly na lokaliRuda odebrany vzorky vody a provedena
jejich analyza (NAVRATILOVA ET NAVRATIL, 2005).



Tab. 1 Chemicka analyza vody na sledované l@kRliida podle NAVRATILOVE (2004)

Lokalita pH Vodivost (uS/cm

pramer minimum maximum prmer minimum maximum
Ruda 6,62 5,98 7,09 181 85 278
Lokalita NH* (mg/l) NO* (mg/l)

pramer minimum maximum pmer minimum maximum
Ruda 0,29 0,11 0,48 0,09 0,03 0,15
Lokalita | Ca® (mgl/l) Fe™* (mgll)

pramer minimum maximum pmer minimum maximum
Ruda 8,2 6,43 9,56 1,09 0,52 1,47

NAVRATILOVA (2004) zjistila, Ze pH lokality Rda &hem roku kolisa. Zjistila, ze se
pH od dubna ddéervna zvySuje a koncem létasvrlesa na fivodni hodnoty. Takeé vodivost

se postupkizvysuje od jara do podzimu, a to az na dvojnasblodéoty.

2.2.4 Ohrozeni a management

Druh ustupuje i zménach vodniho rezimu, stoupajicim za&tin a okyselovani
stanovi&. Na slatinnych loukach, kde séeptalo hospodd je ohroZzen konkurenci dalSich
bylin, zejména $énim rakosu, o8t nebo sitin. Nkteré lokality zaifistaji naletem igbvin a
vyvinuly se na nich matadni olSiny nebo vrbiny. Na Zadné lokalitehrozi v sokasné dob
pii provadni potebného managementu bezpteshi ohrozeni druhu (ADAMEC, 2007).

2.2.5 Ochrana drdhLiparis loeseliiaDactylorhiza bohemica

Liparis loeseliii Dactylorhiza bohemicgati k velmi vzacnym drulm vstavaovitych
rostlin kwteny CR. Zcela opravené byly oba druhy zézeny mezi kriticky ohroZzené a
zvlast chrarné druhy kéteny CR (podle kategoriiCerného acerveného seznamu
cévnatych rostlin) &iparis loeseliije jeden z nemnoha zastuptasi flory, ktery je chram i

celoevropsky (Natura 2000).



Tab.2 Stup# ohroZeni u drulLiparis loeseliiaDactylorhiza bohemica

Druh Stupeii  ohrozeni Stupeai ohrozeni dle Dle vyhlasky Dle  Bernské
dle Cerného a | Cerného a| MZP CR & amluvy z roku
¢erveného seznamu | ¢&erveného seznamu | 395/1992 Sb 1998, &ast A,
cévnatych rostlin kvéteny jizni &asti ptiloha 1.

Cech

Liparis Cl1 -  Kriticky C1 - Kriticky Kriticky Zarazen

loeselii ohrozZeny ohrozeny ohrozZeny

Dactylorhiza Cl1 -  Kriticky C1 - Kriticky Kriticky -

bohemica ohroZzeny ohroZeny ohroZeny

Stupé ohroZenosti je uveden podle kategdiérného aerveného seznamu cévnatych
rostlin (PROCHAZKA ET AL., 2001) a dale pod{gerného aterveného seznamu &eny
jizni ¢astiCech (HOLUB ET AL., 1999).

Stanoviat druhuLiparis loeseliinelze ponechat samovolnému vyvoji, je nutna extenz
s& v pozdnim |ét a odstréaovani naletu. Interval se stanovuje individéalpodle pateby a
biomasu je nutné odstravat mimo s&nou plochu. Mezi specifickd opani pati
obnazovani travinného drnu a vyt®ai mensich snizenin s vysSi hladinou podzemni.vody
Tato opateni musi provéa# specializované firmy. Pro udrZeni stalé hladipgdni vody a
vytvoieni optimélniho progedi je teba na #kterych lokalitach Setin obnovovat
odvodiovaci kanaly. Vyjimené je provadno oploceni naleziStproti ryti divoké zére.
Louky s vyskytem hlizovce se nehnoji (REKTORIS,&00

Jedi® realizaci tzv. ,Zachrannych progréin tizenych Spravami CHKO a Agenturou
ochrany pirody a krajiny (AOPK), Ize zajistit vhodny managamna stavajicich lokalitach.

Lokality soustavy Natura 2000 nemaji byt potezzervacemi sifsnou ochranou, kde je
vylou¢eno hospodani¢i dokonce jakykoliv lidsky zasal@asto jsou to naopak Uzemi, kde
se diky tradinimu a citlivemu hospodeni dochovala cenna spéémstva nebo vzacny
rostlinny ¢i Zivoc¢iSny druh. Takovy zjsob hospoda&ni se stava udezZitym nastrojem
ochrany. V lokalitAch soustavy Natura 2000 jsow tedkazany jen takové&nnosti, které
maji negativni vliv na vyskytipdntta ochrany. Proto také vesSkeré plany a projekty,ékter
néjakym zpisobem mohou vyznaminovlivnit evropsky vyznamné lokality nebo pta
oblasti, podléhaji samostatnému posuzovaniiviixojekti z hlediska zachovanirgdmétu
ochrany (POKORNY ET AL., 2003).



2.2.6 Roz&eni modelového druhu

2.2.6.1 Celkové roz&ni

Cirkumpolarni druh roz&ny v mirném pasmu severni polokoule, v severnirme(od
Skotska na jih k Alabagna Missouri) a Euroasii (od jihozapadni Anglie reves [Fes
Skandinavii az po Ob afstni Asii, ha jihu po Rumunsko, severni Talianskpa Pyreneje)
(online, 23.7.2007).

2.2.6.2 Rozieni vCR

Jeho roz&ni a pehled lokalit, zji&nych do roku 1985, publikoval KUBAT (1986).
Detailnimu vyskytu na okres€eska Lipa se dnoval HONQJ (1995), ktery soustdil
v3echny do té doby znamé Gdajéeskolipska (KUBAT, 2000)

V sokasné dob je evidovano 13 lokalit (viziohy, mapa 1), z nichZ s&tgina naléza
na Ceskolipsku (Jestbské slatiny, NPR Novozamecky rybnik, Méachovo reyedale
roste v Polabi (PP Bygiy), v Ceském r&ji (PR Podtrosecka udoli), ngaisku (NPR
Ruda) a u Opina (PP Broumarské slatiny). Jedind moravska lakakt nachazi v Bilych
Karpatech. ¥tSina lokalit lezi ve zvla&tchrargnych Uzemich, vyjimkou jsoteskolipska
nalezis¢ na Jestbskych slatinach, jejichz vyhlaseni se jiz deldud gipravuje (online,

23.7.2007).

Tab. 3a Zakladni udaje o lokalitach modelovéhdadrionline, 23.7.2007)

Lokalita Rozloha Kraj Katastralni tzemi Souradnice Nadmors
(ha) stiedu ka vyska
(mn.m.)
Ruda 77,7623 Jikesky BosSilec, Horusice, Pe&drazka 1441'16" 415 - 418
v.d.,
498'54"
s.S.
Jestebsko | 6950,371 | Liberecky Bezd, Doksy u Machova jezera,| 1439'22" 252 - 470
- Dokesko Hefmanitky u Dobrmanova, v.d.,
Hradtany nad Plognici, Jestebi u 5036'47"
Ceské Lipy, Kiivody, Provodin, s.8.
Srni uCeské Lipy, Veseli nad
Plownici, Zahradky Weské Lipy
Podtrosec | 518,8954 | Liberecky, | Hrub& Skala, Kacanovy, 1513'9" 250 — 416
k& udoli Kralovéhra | Karlovice, MaSov u Turnova, v.d.,
-decky Troskovice, Vyske(pro 5031'32"
Liberecky kraj) DobSice, s.§.
Malechovice, Mladjov
v Cechéach, Rovieu Sobotky,
Rytitova Lhota (pro
Krélovehradecky kraj)




BysSicky 17,2989 Kralovéhra | Brtev, Lukavec u Hiic 1536'50" 320 - 330
decky v.d.,
5024'55"
s.S.

Biezova - | 1,2221 Zlinsky Bénov, 1744'39" 515-535
Kalabova Biezova u Uherského Brodu v.d.,
48%56'23"
s.S.

Tab. 3b Zakladni udaje o lokalitach modelovéhddr(online, 23.7.2007)

Lokalita Navrhovana Prioritni druhy
kategorie
zvlass
chranéného
Uzemi
Ruda CHKO Drepanocladus vernicosus, Liparis loeselii
Jestebsko - NPR, NPP, Drepanocladus vernicosus, Leucorrhinia pectoralis, Ligularia
Dokesko PR, PP sibirica, Liparis loeselii, Osmoderma eremita, Pulsatilla patens,
Rosalia alpina, Trichomanes speciosum
Podtroseckd | CHKO Cobitis taenia, Drepanocladus vernicosus, Liparis loeselii,
udoli Maculinea nausithous, Rhinolophus hipposideros, Trichomanes
speciosum
Bysicky PP Bombina bombind,iparis loeselii
Brezova - CHKO Liparis loeselii, Vertigo angustior
Kaldbova
2.2.6.2.1 Ruda

Ruda je raSelini§t na jihovychodnim okraji Horusického rybnika mezbcemi
Poredrazka a BoSilec, 4 km JJZ od Veseli nad Luzniei Bilohy, mapa 2).

Jednd se o komplexevazré prechodového a slatinného raseli@istetnymi raselinnymi
pramenisti, mokadnimi vrbinami, raSelinnymi loukami a naletovynoirpsty (viz Riloha 2,
fotografie 1). Na raSelinnych pramenistich se kardire zachovala velmi cenna reliktni
(casre postglacialni) rostlinna spdenstva sadou silg a kriticky ohrozenych rostlinnych
druhi. Cast lokality je tvéena NPR Ruda (REKTORIS, 2006). #/ddi vyskytu cennych
raSeliniStnich spotenstev a mnoha velmi vzacnych a ohrozenych rogtiimadruhii se jedna
0 jednu z nejcerdgich raSeliniStnich lokalit v celém jibeském regionu.

Horninové podlozi tvd prevazrié riznobarevné piskovce, slepence, jilovce a prachovce
svrchnokidového std o mocnosti 50-100 m nalezejici k svrchnimu odddikovského
souvrstvi (santon). V zapadeasti lokality se nachazeji terciérni sedimenty raydtského
souvrstvi (neogén). Svrchnidtové a terciérni uloZeniny jsotgkryty kvartérnim pokryvem
slatinné raseliny. Slatinigfe syceno pedevsim vy¥ry podzemni vody hlubinného éftu na
dislokacich kidovych a terciérnich sediméntCharakteristicka jeffiomnost rezavohiuych
Zelezitych srazenin (viz ifohy, fotografie 2) v pomalu protékajici i stagicijvodt
(centralni pikop Cervena stoka). S vysokym obsahem Zeleza v pramirugyrech souvisi
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zdejSi sedimentarni organogenni bahenni rudy Zelgigiejici v raselig ¢ockovita €lesa
o piméru az 10-20 cm. Az do poloviny 20. stoleti se \eliassti rizné intenzivig teZil
humolit (ALBRECHT, 1985).

Lokalita je sotasti Trebaiské panve (jejtasti Lomnickad panev). Jedna se o plochou
krajinu severnicasti Trebaiska scetnymi velkymi i mensimi rybniky, malo zalésr,
S prevazujicim porérné intenzivnim zerddélskym vyuzitim. Terén lokality je plochy, sin
zvodrely, s ¢etnymi tinkami a jezirky vzniklymi &Zbou raSeliny a zavodnymi piikopy.
Padni pokryv zastupujeipvazié organozem typicka az glejovai¢pazre Hypnum-fen a
Carex-fen) a glej organozemni (online, 23.7.2007).

Na obvodech raSelinikovych hutu skryg kveteLiparis loeseli(ALBRECHT, 1985).

.....

Historie této lokality ukazuje, Ze zde byl v minstioz'ejmé¢ mnohem ¥tSi paet rostlin
hlizovce, nez je tomu dnes. RYBENSKY (2007) nachazketech 1982 - 1984 u
Horusického rybnika, na mistech vymezenychiaoicemi 49st, 8", 57,02"°'N , 14st
41°,1,837E ( vtab. "u rybnika") a 49st9°1,25" N4st 41°,6,89E (v textu "u lesika"),
vzdy rékolik (viz tab. 3) kvetoucich i sterilnich rostlin.

V ¢asti u Zlaté stoky, na mésvymezeném sdaadnicemi 49st,8",43°'N,14st,41°,6,89E
a 49st, 8,41,85°N,14st41,29,39'E, byla populsitejSi, cca 79 rostlin nalezeno (viz
tab. 4, poet 13.2.1994; viz #ohy, mapa 3).

Problém ve @tani spdiva v tom, Ze v Iét se naleznou jen jedinci dwyivajici z
vegetace, které obvykle do zimyé&spase (podle ztiek owrovano rekolik let) a kdyz
omrzneMenyanthes trifoliatavynadi se dalsi, pcemz rékteré letni uz chybi. V anoru, kdy
je optimum pro &tani, jsou vidt jen plodné,ale aft jiné rostliny. Mozna mista vyskytu
se naopak ¢zko hledaji sterilni rostliny, které jsou viz&émei na povrchu mechu
(RYBENSKY, 2007).



Tab.4 Nalezené pty rostlin na lokali¢ Ruda (RYBENSKY, 2007)

Datum Potet rostlin  u Pocet rostlin u Potet rostlin u Zlaté
lesika rybnika stoky
(ks) (ks) (ks)

27.6.1982 1 - -

23.6.1983 2

18.7.1983 5 - -

15.11.1984 1 4

17.7.1985 6 -

5.10.1986 2

17.8.1987 2

16.8.1990 5 - -

15.9.1990 - - 43

10.10.1992 5 - 11

13.2.1994 2 4 79

Rok 2007 - - -

2.2.6.2.2 Jestbsko — Dokesk(nline, 23.7.2007)

Rozsahlé uzemi s dominantami Novozameckéh@layiskeho rybniku, Machova jezera
a Hradtanskych sin. V jizni ¢asti ohraniené (od zapadu na vychod) obcemi Zahradky,
Jestebi, Staré Splavy, Doksy a zasahujici nejdale nhag/ k vrcholu Velké Bukové (474 m
n. m.). Severni hranice ($rem op&nym) tvai Hradtanské rybniky a niva Plonice az k
Brenskému mlynu (ta k Gzemi jefilgha, ale nalezi do lokality Horni Pknice) a zahrnut je
i Hefmanicky rybnik (viz Ellohy, mapa 4).

Charakteristickymi geomorfologickymi prvky fiebsko-Dokeska jsou ploché pénve s
cetnymi rybniky a raSelinisti, kvadrové piskovcedemné do bizardnich skalnich Gtvaa
kanonovitych soutsek a dale neovulkanické vrchy, které jsou vyraznymajinnymi
dominantami. Krajinny reliéf utéény emito prvky je vCeské republice ojeddty. Diky
velké fiznorodosti biotop a jejich zachovalosti se zde vyskytuje i pesthéafla fauna.

Uzemi lezi v mirateplé klimatické oblasti, pmérné rani teploty se pohybuji od 5, do
8° C a ptimérné rani uhrny srazek jsou 650-900 mm. Dokesko je neagigépl nejsussi
oblastiCeskolipska. Velké rozi klimatickych Gdaj je dancglenitosti reliéfu.

Jistou podobu Ize nalézt s rybmiikrajinou Tebaiské panve, avsak zde je navic déphn
piitazlivym pahorkatinnym reliéfem s dominantatadicovych vrchi (Bezdz).

Revaznatast Uzemi spada do fytochorionu Ralsko-Begka tabule charakterizovaného
piitomnosti (sub-)atlantického geoelementu. Vyznaneyelikini raz kéteny, kterd na
nékolika mistech peziva #ejme jiz od dob postglacialu a vysoka biodiverzita danisty
zna&nou terénniclenitosti, ale rovéZ skidanim vodnich a suchozemskych ploch. Z

Ceskolipska je uvagho asi 1600 taxanvyssich rostlin, z nichz k nejisim vzacnostem



zdejSich vihkych lukradime nap endemické taxonyactylorhiza bohemigaPinguicula
bohemica Dactylorhiza maculata subsp. maculata, D. incarnstdosp. serotinaligularia
sibirica, Tofieldia calyculata, Liparis loesadiimnohé dalsi.

Dilezitou sogasti Jesebska — Dokeska jsou Jetiské slatiny. Jedna se o zhruba 200 ha
komplex gevazr odvodrénych slatini§ a lwnich ekosystéin prileéhajicich k Mlynskému
potoku mezi Jeigbim a Starymi Splavy. Na lok&lise vyvinuly stidaw vihké louky ze
svazuMolinion (s druhy jakdCarex flacca, Galium boreale, Iris sibirita
a osticovomechové porosty na organogennich minérddiatych pdach ze svazGaricion
davallianae (s vzacnymi ogicemi Carex davalliana, C. hostiana, C. lepidocayp®iky
pravidelné Gdrzé monitoringu a zachrannému programu AOEK se zde dochovaly jest
mnohé mokadni orchideje (napLiparis loeselii, Epipactis palustrisVysostnou pozornost
si zaslouzi nedavno popsany drl@factylorhiza bohemica, Pinguicula bohemiceebo
Ligularia sibirica, o jejiz pivodnosti jsou ovSem stale vedeny sporeviaznacast luk je
opustna a zaista naletemi@vin a rakosem.

Liparis loeseliibyl zndmy z okoli Jestbi, Starych Splav a Doks jiz od z&tku
Tento druh sebral u Jésbi pro svou exsikatovou sbirku jiZzed rokem 1850 Tausch.
Pozdji zde byl pozorovan nebo sbirdn mnohokrat, aleulzaro 100 let pozgi byl L.
loeselii znamy pouze ze slatinnych luk a rakosin podélzngte pod Konvalinkovym
vrchem. V roce 1985 se ho vSak pildazjistit také na Behu rybnéku sotva 200 m od sz.
okraje ,Shnilych luk* v mist, které bezpochyby $#bou humolitu nesouviselo (KUBAT,
2000).

Obzvlast v tétocastiCeskolipska je tedy mozné opréw predpokladat objeveni de
loeselii na kterékoliv lokali, kterd bude spbvat ekologické naroky tohoto stenotopniho
druhu. Nepimym dikazem bylo zjidini paietné populace.. loeseliiv roce 1996 i na
pasech ,Shnilych luk“ nedaleko od silnice, kde biba ukokena az kolem roku 1987.
Jest nékolik pred tim zde s jistotou nerostl (KUBAT, 2000).

Dnes se zdeiparis loeseliivyskytuje na Shnilych loukach a Baronském rybnitale
velmi maloplos® v zarostlych odvatbvacich kanalech a malych depresich vzniklych i
rytim zwie. Na WtSin¢ ploch je krong slatinnych drub pravidel® ptitomna Molinia
caerulea ktera maznou pokryvnost v zavislosti na vySce hladiny spoddy a dalSich
faktorech. \étSina ploch je ohroZzena sukcesi.

Slatinna vegetace se vyskytuje v mistechgliau dokbe zasobeny vodou, a voda navic

obsahuje vapnité kationty. Nejcefi vegetace se nachazi na slatinisti nazvanémléShni
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louky, které bylo vy&Zzeno v sedmdesatych letech. Na obnazené &katuysokou hladinou
podzemni vody, ktera misty vystupovala na povrehyyinula ote¥ena spol&enstva sv.
Caricion davallianaea asocMolinietum caerulagta vSak nyni zdnaji zafistat rdkosem a
naletem éevin. Nachazi se zde nej@irgjSi populace hlizovce Loeseloiaiparis loeselii)
v Ceské republice. Dalsim velmi cennou slatinnou tdalje Baronsky rybnik, ktery je jiz
dlouhou dobu zcela zazegmy.

Celé Gzemi Jasbskych slatin p#tk nejvyznamsim botanickym lokalitam eské
republice a je jiz dlouhod@avrzeno na vyhlaseni zvidgthrargnym tuzemim v kategorii
narodni pirodni rezervace.

Louky na Jegtbsku trpi nedostateym obhospodavanim séi a expanzi rakosu.
Masivre zaffistaji devinami a ftinou kiovistni (Calamagrostis epigejos)Rakosiny na
mistech ldnich porosi jsou nezadoucim prvkem &y by byt koseny. Louky jsodasto
znané vzdaleny od udrzovanych cest a lidskych sfds jejich obhospodavani se
nevyplaci. Jejich vznik d&kdy souvisi s melioraci gvodnich slatin systémem
odvodiovacich kanalik. Cést luk byla zortna a zahy opu&ba, jiné byly v minulosti
zmeliorovany a jen velmi zvolna se do takttempnénych luk vraceji pvodni druhy
rostlin.

NejcensijSi plochy bezkolencovych luk se ¢ady v ramci managementu ochrany
piirody v nedavnych letech kosit, ale tyto plochyjsSak naprosto nedostéte. Cast luk
kosi také myslivecka sdruzeni a soukromnicétSha ploch s vapnitymi slatinisti je
ohrozena sukcesi, avSak hapa Baronském rybniku jsou jiZ prow&y managementove
zasahy zajifované AOPKCR.

Postupujici rekréai cinnost s sebou nese i silici urbanizaci a rozvsiniesit. Znainy
dopad na spotenstva ma takéirpmnozeni z&fe Tu je nutné udrZzovat na nizkych stavech
vzhledem k intenzivnimu okusdipzeného zmlazeni ve zdejSich lesich. Misty seodmi
vegetaci rozviji invazni druklodea canadensia ve skalnich gstech postupuje invaze
Pinus strobus

Na lokalit byly v roce 1986 zapsané nasledujci snimky (KUB2ZOQ0).

Plocha 2x2 m; E1=30%, vod. hladina 50%, neporgsitta 20%
Liparis loeselii+, Carex acutiformi2, Carex lepidocarp& Equisetum palustre, Juncus
alpino-articulatus +, Triglochin palustris +, Utricularia minor +, Alisma plantago-

aquaticar.



Plocha 1x3 m, E1= 90%, bez otemé vodni hladiny.

Liparis loeselii +-1, Carex lepidocarpad4, Mentha sp. 1Betula pendulajuv. +, Carex
appropinquatat, Carex flaccat, Carex nigra+, Cirsium palustret, Equisetum arvense,
Galium uliginosum+, Juncus inflexus+, Molinia caerulea +, Potentilla erectar,

Sanguisorba officinalis, Tussilago farfara.

Plocha 2x2 m; E1= 60%, ot®na vod. hladina 40%
Liparis loeselii+, Carex lepidocarp&, Carex rostrata2, Eleocharis quinqueflord, Carex

panicear, Phragmites australis, Typha latifoliar, Utricularia minorr.

Plocha 2x3 m; E1= 90%, bez otemé vodni hladiny

Liparis loeselii 1, Carex lepidocarpa3, Equisetum palustre, Phragmites australisl,
Betula pendulguv. +, Frangula alnuguv. +, Galium uliginosumt, Menthasp. +,Scirpus
sylvaticus+, Eupatorium cannabinum, Juncus acutiflorug, Lythrum salicariar, Salix

repenst, Triglochin palustrisr.

Ze snimk je na prvni pohled patrné jen nepatrné az Zadsedupeni rakosu, ktery na
lokalitu je3& nestail expandovat (KUBAT, 2000).

2.2.6.2.3 Podtrosecka udoli (online, 23.7.2007)

Oblast CHKOCesky réj. Soustava kanovitych tdoli pod vrcholem Trosek, podiéky
Zehrovky a Zelejovského potoka (vitilBhy, mapa 5).

Z geologického hlediska se jedn@&eskou kidovou tabuli a kvadrové piskovce telického
souvrstvi. Jedn& se o Vyskkou vrchovinug¢ést Turnovské pahorkatiny.

Z hlediska pedologie se jedna o kambizanenické a luvické, podzol arenicky.
Populace druhliparis loeseliije stabilni s progresivnim vyvojem v poslednieteth, se
zabezpéenym managementem. Pokud by doSlo ikrgseni koseni, je biotop ohroZen
piirozenou sukcesi - z@gtanim rakosem a naletem olSe. VaZznym ohroZenimdja byt
i jakakoliv znmeEna hydrologickych pora na lokali€, protoZze se jednd o rozvodi.
Negativrie by se projevilo jak odvodmi, tak nap. i zasadni dlouhodoba zma vysky
vodniho sloupce v rybniku Vidlak, na ktery raSefintouka bezproggdré navazuje.

Nevhodné je také jakékoliv hnojeni na okolnich vgéZzenych loukach, protoZze za dest



by mohlo dochazet ke splagh Zivin do raSelini&t a k jeho nasledné eutrofizaci. Na

lokalit¢ byla pozorovana i expanze rdkosu.

2.2.6.2.4 Bysiky (online, 23.7.2007)

Hirodni rezervace tw¥ena lesnim komplexem Bulice, rybniky Hlubokym, Bikiem a
Zakopskym s plehlymi vihkymi loukami se nachazi severozapadd Hdaic (cca 8 km) a
vychodreé od Lazni Blohrad (cca 4 km) (viziflohy, mapa 6).

Lokalita je ohroZena absenci obhospodani (koseni a odsttavani naletu),
zalesiovanim a budovanim odvadvacich struzek. minulosti doSlo Kewodu nekosené
louky na lesni pozemek (70.l1éta 20.stol.), bylovedeno jeho zalegni a cast&né
odvodréni. NejkvalitrgjSi ¢ast tohoto pozemku (vyskyt ohroZzenych drufostlin) byla
pievedena z na louku (r. 1993), vysadby olSe byly odstmay) bylo provedeno koseni (r.
1994). V sodasné dob vSak neprobihd koseni kazdem®, v louce se §i rakos, ttina
kiovistni, bezkolenec. Negativnim jevem je také rihbiské vyuzivani rybnik (jsou

vedeny jako intenzifikéni, jsou hnojené kejdou, otruby) a nasledna euact rybnik.

2.2.6.2.5 Bezova — Kalabova (online, 23.7.2007)

Lokalita se nachazi &asti Bilych Karpat. Jednd se oc¢hii pramenidt lezici 1 km
vychodré od koty Studeny vrch (646 m.n.m.), 1,4 km seweod obce Bezova (viz
Ptilohy, mapa 7).

Podklad tv#i vrstvy piskovd, jilovca a slinové svodnického souvrstviclokarpatské
jednotky magurského flySe.dzzitym faktorem je recentni tvorba vapnitélmqvce, jenz
misty tvai pod povrchem zréaé hmoty, a slatiny v mag&dech.

Lokalita spada do celku Bilé Karpaty, podcdlapenicka hornatina, okrsku Kotiska
vrchovina.

Jednd se d@lenitou vrchovinu s erozndenudanim reliefem. Lokalita je tvi@na
mohutnou travertinovou kupou i s vrcholovym jezirkes nadmeské vysce 520 m n. m.

Ridy jsou zde organozem

Liparis loeseliiroste v mokadu ve stdnicasti lokality, v biotopu pechodném mezi
vapnitym slatini®m a lwnim pnovcovym pramenisin. Zde je jedina lokalita hlizovce v

Bilych Karpatech. Populace tohoto druhu je pow slaba. NejcentjSi slatinny biotop je



potencial®d ohroZzen zrdnami vodniho rezimu - v minulosti k tomu doslo aygotvrzeny
negativni dsledky.

Okolni plochy je nutno pravidedikosit, jinak nastoupi nezadouci sukcesni procesy.
TéZzko ovlivnitelné nebezpé predstavuje moznost nadmého rozryti travniho drnu
cernou z¥ti; nejcenijSi cast lokality s vyskytem hlizovce je zaplocertawinou ohradou.
V minulosti doSlo k rozsahlému zalésim okolnich ploch s podobnymitipodnimi
podminkami smrkem, coZ ma dosud negativni dopadopalaci zajmoveého druhu - ve
smysilu likvidace jiz tak velmi vzacnych stanavgihodnych pro jeho &ni.

Do zaatku 90. let byl mokad bez zasdh v roce 1996 zde byl na ploSe 0,2 ha
likvidovan nalet a bohuZel i vyhloubenaititpro obojzivelniky",é¢imz doSlo k naruSeni
vodniho rezimu. Ve stejném roce byla lokalita vdhoSkozenaernou z¥ii. Aby se
zamezilo podobnym negativnim uiim, byla nejcengSi ¢ast s jezirkem zaplocena

direveénou ohradou (online, 23.7.2007).



2.2.6.3 Management na jednotlivych lokalitach

Tab.5 Management na jednotlivych lokalitach (onli2&7.2007)

Lokalita

Management

Ruda

Biotop s hlizovceml(paris loeselii)je zn&né ohrozen invazi naletovych driuldirevin -
Frangula alnus, Pinus sylvestris, Salix. giv, které roveZz prispivaji k vysuSovani
stanovi&. V pripack ruéniho koseni lokality jeféba zachovatiwodni charakter biotopu
- stidaw ploSky bulfi a jezirek se stagnujici vodou. Celé raSeknjét v disledku
suchych let koncem 20. stoleti pod silnym tlakekcese devin. Tomuto tlaku odolavaji
jen prameni&ta jAmy po &zke, které jsou dnes zality vodou, nebo pokryty nempewu
vrstvou raselinik. Cast Gzemi byla v minulosti vyuzivana jako kosengkyo dnes
dochézi k jeho postupnému @sténi naletovymi ibvinami. V ramcifizené pée je éast
luk udrzovana kosenim. Je nutné monitoroufgany ndlet tevin. V gipads rueniho
koseni lokality je feba zachovatqwodni charakter biotopu -i&daw plosky bulti a
jezirek se stagnujici vodou. Naletowéwdny je teba pravidel& vyiezavat.

Jestebsko
Dokesko

Vybrané lokality hlizovce(Liparis loeselii) se pravidelé s&ou v pozdg letnim
obdobi, slatinné biotopy na Shnilych loukach s@senepravidel®y, neba jsou zatim
jeS€ dostaténe otewené. Jeitba pokraovat ve stejné pe Neékteré lokality jsou
zatim ponechany samovolnému vyvoji. ¢dlem managementu je zachovanmi
hydrologickych poriérii na raselinisti, pravidelné koseni, odstréani naletu a rakosu a
také nehnojit.

Podtrosecka
udoli

Pro Liparis loeselii zachovat hydrologické pafry na raSelinisti, pravidetn kosit,
odstraiovat nélet a rdkos, nehnajit .

Bysicky

Pro zachovani mozaiky slatinnych a bezkolencovigh porost nizkych a vysokych
ostic je nezbytné pravidelné koseni kazdym rokem por&fd semen a vysemar
vstava&ovitych. V partiich s dominantnim bezkolencem jeodhé koseni az v déb
jeho kveteni (srpen), v partiich s dominantnim s&ko a itinou krovistni na z&atku
meténi ¢erven, éervenec). Musi byt zachovan stavajici vodni rezinpravidelr®
odstraiovan ndlet tevin. Dilezité je zachovani litoralniho pasma.

U rybniki je dilezité zachovat litoralni pAsmo, chov ryb pouzeezivni.

Biezova
Kolabova

Dobré by bylo ponechat listnaté lesni porostet® zastigného pramenist bez

zasahu. Vlastni slatinny midd taktéZ ponechat bez zasahu, pouze fipaE

vysychani, invaze bezkolence apodgitza kosenim - po odborné konzultaci &lei.

Pravidelné koseni pordstbezkolence 2x k¢ (¢erven, z#). Pravidelné koseni
ostatnich ploch 1(-2) x tmé. Pravidelné odstigvani Fipadnych naletovychidvin v

nekoseném.




2.3. Generativni mnozeni

Semena orchideji jsou velmi malanaobsahuji zadné zasobni latky. d&hi v
piirozenych podminkach zavisi na kolonizaci houbaodurRhizoctonia které dodavaji
zarodku patbnou vyzivu. Jedinec, ktery se s hyfamisipiSné houby nestne, je
odsouzeny k zaniku. Protaipda poskytla orchidejim velky pet semen, dosahujici u
n¢kterych druli az milionovych péta. Existuji vSak také bakterie a parazitické holgre
klicivost semen inhibuji. Semeno mé proto ve voliiéog velice malou Sanci nargwiti.
Byly vyvinuty laboratorni postupy mnozeni, kteréss@zi zvysit procentoigivsich rostlin
(ZAKREJS, 1980).

2.3.1 Metodan vitro

2.3.1.1 Asymbioticky vysev semen

Symbiotické vysevy vyuzivaji stimdlsich &inkta mykorrhiznich druf hub. Proto jsou
semena kultivovana na éha pripravenych pdach spoléné s vhodnym houbovym izolatem.
Vyvoj takto kultivovanych semeté je rychly (HADLEY, 1970; PURVES ET HADLEY,
1976; PETERSON ET AL., 1998) aignos do podminex vitroje snazSi (MALMGREN,
1996). Nevyhodou je snadné poruSeighké rovnovahy mezimito dwma organismy,
vedouci v parazitismus houby, kidci smrti orchideje (PURVES ET HADLEY, 1976;
MICHL, 1981; RASMUSSEN, 1995).

Kliceni semen, které je nutng zavislé na fitomnosti houbového symbionta v piesti,
se da v podminkadh vitro obejit tzv. asymbiotickou metodou, ve které jalfenahrazena
zdrojem uhlikatych latek, napsmesi 1% koncentrace sacharézy a 0,5 % glukdzy \ehivn
médiu (VEJSADOVA, 2004).

2.3.1.2 Vysevni a kultivani zivna média
Zakladni slozku vSech médii a zdrojem vodikkyaliku je voda. Pouziva se vzdy

destilovana. DalSimi slozkami médii jsou anorgadithtky, organické latky a ztuzovaci
agens (VEJSADOVA, 2004).



2.3.1.2.1 Anorganickeé latky

Anorganicke latky jsou nezbytnou slozkou mégahii sem mikro a makroelementy. Mezi
makroelementy p#tN, P, K, Ca, Mg a S. Dusik se do Zivnych méddala ve formt NOs™
a NH,"! i vazany v aminokyselinachiifhizké teplot je preferovan fiiem NH,**, coZ vede
k okyselovani média a k naslednému zvysefiinm NO;™. Okyselovani rize zmisobit
fidnuti médii ztuzenych agarem (NOVAK, 1990).

Fosfor je v médiu obsazen v dihydrogenfosiioaau a ma vyznam pro celkovou latkovou
vyménu a je soéasti nukleovych kyselin. Draslik je nepostradatemyg fotosyntézu a
dychani rostlin. V4pnik ovliwije prodluzovacitst burgk a podili se na jejich zpgovani.
Sira ma, spolmé s vapnikem, vliv na hospo@mi s vodou. Je obsazena ve vitaminectaB
H (TROST, 1985).

Jako zdroj makro- a mikroelemérglouzi také roztoky anorganickych soli. Upksatin
nachazi @ stavi® rostlinného d&la a ovliviiuji organogenezi i enzymatické reakce
(RASMUSSEN, 1995). Cilem u médii pouzivanych preexy a kultivace orchideji je
snizovani koncentrace soli a zvySovani organickyamponeni typu vitamini,

aminokyselirgi rastovych latek (regulatay.

2.3.1.2.2 Organicke latky
Organickeé latky jsoueti zakladni slozkou médii. Jsou dodavany jates definované
chemické latky (aminokyseliny, vitaminy, cukryistové latky) nebo jako nedefinovatelné

organické dodatky (kokosova vodianleko, extrakty).

Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou velmi pohotovym zdrojem dus a sodasré jsou stavebnimi
kameny bilkovin. Bez jejich iftomnosti se netfize vytv&et ani chlorofyl, ani bufna
plazma (TROST, 1985). Organicky dusik je do méldidavan nap jako kvasniny extrakt,
kaseinhydrolyzat, peptony nebo kombinaci jednathvyaminokyselin. Média, obsahujici

aminokyseliny vykazuji f dlouhodobém pouzivani nizkou toxicitu (MALMGREN)96).

Vitaminy

Vitaminy maji u rostlin katalytickou uUlohu. Yhédiu MS jsou obsaZeny vitamin, B
(thiamin) a B (pyriodoxin), které fiznivé ovliviwuji rast a latkovou vyrénu orchideji.
Pridava se také myo — inositol a kyselina nikotingV&OST, 1985). Také jiné vitaminy,
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jako je riboflavin, dale biotin, kyselina listov&loo niacinamid fsobi stimulané na klceni
a st orchideji (HARVAIS, 1973; VAN WAES ET DEBERGH986B; RASMUSSEN,
1995).

Cukry

Cukryjsou velmicastou slozkou médiajgdstavuji zdroj energie i organicky vazaného
uhliku slouziciho k vyzi& protokormii. Misto €Zce rozlozitelnych polysachatidtypu
Skrobu, celuldzy, které jsou vhodné pro symbiotieksevy (ARDITTI ET AL., 1990;
SMITH ET READ, 1997), ale pro samotné protokormgujsnevyuzitelné, se pouZzivaji
mono- a disacharidy typu sachar6zy, glukdiZyuktozy, nefastji v mnozstvi 10 aZ 20 gl

Rastové regulatory

Ristoveé regulatory zahrnuji fytohormony, coz jsdingzené endogenni metabolity, které
reguluji fist a vyvoj organizmu. &&tové regulatory typu auxina cytokinimi jsou pro
kultury in vitro nejdilezit¢jSi (TROST, 1985).

Auxiny

Auxiny se pouZzivaji pro iniciacistu vrcholovych meristéinstonku a stimuluji irst
kofenovych meristéfnh Mezi obechl uzivané auxiny pétpiirozené (IAA, PAA), které jsou
béhem kultivace postugndestruovany &inkem swtla, a proto se pouzivaji m&rasto.
Syntetické (nap IBA, 2,4 —D, NAA). Indolyloctova kyselina (IAA)qdporuje prodluZovaci
rast burgk a zakladani kieni. VysSi koncentrace auxinmiaZe iniciovat proliferaci, ale musi
se dbat na to, aby se poté koncentrace: simizila, aby se vylailo riziko toxicity
(TROST, 1985).

Cytokininy

Z @irozenych cytokinif se pro kultivaci in vitro obeénpouzivaji zeatin a 2iP, ze
syntetickych pak ndp kinetin, BAP, adenin a TDZ. Obegrtytokininy stimuluji @leni
bungk, ovliviwji prfimou i nepimou tvorbu pupely vysoké koncentrace vSak mohou
inhibovat tvorbu kéeni (TROST, 1985).
Podle MITRY (1989) cytokininy samotné nebo v konawins auxinem IAA podporuji
kliceni. Podobny efekt ma pouziti adeninu. Naproti tdfADLEY (1970) uvadi, Ze 1-10

ppm kinetinu s nebo bez 1 ppm IAAi#e retardovat kieni druhuDactylorhiza purpurella
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ale zvySuje rychlostistu protokornd. VAN WAES ET DEBERGH (1986B) zjistili, Ze efekt
cytokinina na klivost, jmenovié BA, je zavisly na jeho koncentraci a druhu orcjade

Gibereliny
Giberelinyse v médiich pouzivaji velicéidka, jejich aplikace v nizkych koncentracich

muze @iznivé ovlivnit rist orgat jiz zalozenych (TROST, 1985).

Organické dodatky

Z nedefinovatelnych organickych dodatie do médii fidava nejastji kokosové miéko
nebo kokosova voda. Prost protokorni se gidavaji také dalSi latky, které jsodepevsim
zdrojem kinetinu. Mezi tyto latky pétbrezova voda, ananasova Stava, extrakt z mrkve,
rajéat nebo travni extrakt (MICHL, 1981). Tyto latkysauji vitaminy airstovée regulatory
ve vhodné kombinaci a koncentraci pro kultivacihtdleji. Nagiklad jednou ze zakladnich
slozek kokosového mléka je myo-inositol (VAN WAES$ BEBERGH, 1986B). Ananasova
Stava podporuje tvorbu Keni a st protokorni a semen&i (MALMGREN, 1996).
N¢které druhy dofe rostou na bramborovétnkvasntném extraktu (HADLEY, 1970).

2.3.1.2.3 Aktivni uhli

v koncentraci 1 aZ 5 (BUTCHER A MARLOW, 1989). Je to velmi jeminporézni
material se sofimi schopnosti. Pozitivni efekt sfie¢d v adsorbci inhikdnich nebo
fytotoxickych metabolit produkovanych kulturou, kterégobuji hdnuti protokorni

a média (YAM ET AL., 1990; TROST, 1985). Aktivnilutaké stabilizuje pH (FAST, 1980)
a zvySuje aeraci média (ARDITII ET ERNST, 1984).u&mbuje ztmavnuti média, které
simuluje girozené prosedi, a tim stimuluje kenove Sgaiky k rastu (YAM ET AL., 1990).

2.3.1.2.4 ZtuZovaci agens

Nefastji pouzivanym ztuzZzovacim agens pgar Agar je polysacharid s vysokou
molekulovou hmotnosti. Jedna se oigkourasu, ktera f teplotach nad 45 °Cipchazi do
tekutého stavu afpopstovném ochlazeni tuhne (ZAKREJS, 1980).



2.3.1.3 Osé¢€tni semenied vysevem

OSeteni zralych semenigd vysevem ma za ukol jednak jejich povrchovoulzigei a
rovnéZz odstragni bariér inhibujicich kéieni. Temito bariérami jsou pro vodu tida
nepropustna testa, integumenty embrya obsahujisrisu(VAN WAES ET DEBERGH,
1986a) a rovéZ jimi mohou byt endogenni inhibitory typu ABA (LWKE ET BEBLER,
1997). Byly vyvinuty fizné metody oSi&tni semen, liSici se pouzitym chemickym agens, ale
i dobou jejich fisobeni (VAN WAES ET DEBERGH, 1986b; VLASINOVA, 1988
MITCHELL, 1989). Napiklad relativni nepropustnost testgkterych druli orchideji je
mozné pekonat pouhym ¢kolikadennim nebo dkolikatydennim méenim ve vod (VAN
WAES ET DEBERGH, 1986a). Mnohem intenzij&i a rychlejSi dginek vykazuje pouziti
chlorového vipna Ca(OGlye ctyimi efekty: 1. sterilizuje semena pro asepticky vysz
testa je degradovana oxidaci a alkalizaci (VAN WAHSDEBERGH, 1986a); 3. odsitge
vyplavenim kyselinu abscisovou ze semene (embriyb)CKE ET BEBLER, 1997) a
koneiné 4. odstraéuje suberin na integumentech embry@mnz se zvySuje difuze a
permeabilita pro vodu (HARVAIS ET HADLEY, 1967a)ulgerinizace embrya jefippom
druhow specificka a zavisi ro¥d na stupni zralosti semene. Obgphati, Zecim tmavsi se
integumenty jevi, tim vice jsou suberinizovany. [Botbhoto ukazatele jaeeba upravit
sterilizatni ¢as nebo koncentraci hypochloridu. Obddlse téZz pouziva chlornan sodny
(NaOCI, kometni piipravek Savo). Je vSak mnohem agre§sina proto je nutné jeho
pouZiti v nizSich koncentracichiipadré kratSi expozici (RASMUSSEN, 1995). Cely postup
musi byt pélivé sledovan, aby nedoSlo k poruseni #duembrya, které by znamenalo jeho
smrt. Nap. dle VAN WAESE A DEBERGHA (1986a) u drutdactylorhiza maculatgo 2
az 8 hodinovém isobeni 5% hypochloridu vapenatéhafislavkem 1% roztoku smédla
Tween 80 dochézi k degradaci testy, ovSem po 2ihtnaél expozici jiz dochazi k poSkozeni
embrya. Fdavek detergentu, nap piipravku Tween 80 (sorbitolanhydrid),fipadré
predpisobeni 70% roztokem etanolu, je nutné k dobrémucamidesty, ktera obsahuje
lipoidni vrstvu (RASMUSSEN, 1995; VEJSADOVA, 1997¥ikladem @&inné metody
oSeteni semen fize byt pouZziti 70% etanolu v kombinaci s 0,5% rketm NaOCIl nebo 7%
roztokem Ca(OC} (VEJSADOVA ET MALA, 1996; VEJSADOVA, 1997; VEJSADQV
ET AL., 1998), kdy i semena ve vysokém stupni zt@loekterych druli orchideji
vykazovala dobrou Kivost. Peroxid vodiku ani 96% etanol se neukazako jvhodné
sterilizanty (VAN WAES, 1984).



Ve snaze zvysit Klivost semen byly vyvinuty dkteré dalSi metody jejich o$eni.
MIYOSHI A MII (1995b) maseli 7 dmi semena druhCalanthe discolow roztocich NAA
o koncentraci 1 aZ 100 mg.h po 170 dnech kultivace &lb ptes 50 % semen, zatimco v
kontrolni skupid pouze 38 %. LINDEN (1992) kombinoval klasické oSet semen
roztokem hypochloridu s pouzitim vakua nebo enzylagradujicich testu semene. R&vn
pouzitim dosud nezralych semen sitedi autdi snaZili obejit problém jejich inhibice.
V procesu dozravani semen se totiz postuprvéai vSechny inhibitory kifeni, tj. zvySuje
se nepropustnost testy, probiha suberinizace integti embrya a zvySuje se koncentrace
endogenni ABA (kyselina abcisova). MICHL (1981) doguje k vysewm semena ve
stadiu jejich dvougtinové zralosti, coZz odpovida zhruba 6 az 8tydivyvoje po opyleni.
V ptipad pouziti nezralych semen je nutné zkréatit doliigopeni sterilizénich ¢inidel,
popripact pouzit pouze povrchovou sterilizaci dosud deaych intaktnich tobolek. MICHL
(1981) jako vyhodu pouziti nezralych semen uvadirkrvyssi kitivosti i lepSi vyrovnanost
ziskanych kultur.

K orient&nimu posouzeni vhodnosti pouZité steriiiia metody Ize pouZzit tzv.
tetrazoliovy test (VAN WAES ET DEBERGH, 1986a). @8aa semena jsou vystavena
pusobeni roztoku, ktery je wipomnosti rostlinnych dehydrogenaz redukovanceeveny
formazan. Semena, jejichz embrya se po inkubaetrazoliové soli zbarvéerverg, maji
tedy propustnou testu a integumenty embryai®m jsou Zivotaschopna. Zrald semena
evropskych drutnorchideji neoSéena misobenim chlornannevykazuji bd’ Zzadné zbarveni,
anebo se podil semen davajicich pozitivni reakd@ 1@ test pohybujéadow v desetinach
procenta (nap Dactylorhiza maculata- 0,2 %), jak uvadi VAN WAES A DEBERGH
(1986a). Otazkou je, nakolik pozitivni reakce naCTiest koreluje s dosazenoucktbsti
semen (VAN WAES ET DEBERGH, 1986a; VAN WAES ET DHBGH, 1986b). Problém

spaiva v koncentracich endogenni ABA, které se meadngdivymi druhy liSi ve znéném
rozpeti — nag. semengpiranthes spirali®bsahovala 1,29 ug (ABA)'.Jg cerstvé hmotnosti,

zatimco u semen druhOphrys apiferatato hodnotaginila 15,44 ug (ABA).@1 cerstvé
hmotnosti (LUCKE ET BEBLER, 1997). Obsah ABA séspbenim chlornan vyrazre
snizuje (LUCKE ET BEBLER, 1997), ovSem jeji aktudhodnota se poisobeni chlornain

bézre nezjiguje.



2.3.1.4 Skladovani a zivotnost druhiparis loeselii

K vysewim jsou nejvhod§si semena vyvinuta na maéke rostlig v ptirodk a odebrana
bezprostedrs pred vysevem v daboptiméalni zralosti (JEZEK, 1990).

2.3.1.5 Podminky kultivace

U wtSiny médii je hodnota pH upravena na 5,2 — 5,3in@ini teplota kkieni je 18 az
23 °Cv plné tng (MICHL, 1981). HARVAIS ET HADLEY (1967a) zjistilize asymbiotické
vysevy potebuji kultivatni teploty pohybujici se kolem 20 °Cri(peplotach 23 - 29 °C
pozorovali nejvysSi kiivost) na rozdil od symbiotickych vysievpro které je vhodna teplota
kolem 11 °C.

Nekteré evropské orchideje, rfaplruhy Dactylorhiza prestavaji st 4 az 5 résial po
vykliceni a museji bytipneseny na 8 — 12 ty@illo teploty 2 — 4 °C. Po jejich &pvném
prenosu na 18 - 23 °@ist pokr&uje a vyvdi se druhy list.

VétSina druli Kklici ve tng. Swtlo inhibuje klgeni &tSiny terestrickych orchideji
(HARVAIS, 1973; RASMUSSEN ET AL., 1990).



3. MATERIAL A METODY

3.1 Metodain vitro
3.1.1 Rostlinny material

Pro pokusy byla pouzita semena druiparis loeselij kter4 byla odebrana v roce 1999
na lokali¢ Shnilé louky. Stejné pokusy byly prowény i u druhuDactylorhiza bohemica
jejiz semena byla odebrana @eskolipsku v roce 2002. V3echna semena, resplkiobe
semeny, odebrala Vejsadové, [pIné zralosti semen.

Nasledujici experimenty byly provedeny ve Myxkém Ustavu Silva Taroucy pro
krajinu a okrasné zahradnictvi (VUKOZ) vilRpnicich.

3.1.2 Uchovavani semen

Po odbru tobolek na lokali byla semena vysypana z tobolek a nasigiteamistna do
ampuli (viz. Rilohy, fotografie 7). Déle byla semena vysuSena&wilfo miskach na vrstv
s bezvodym CaGlpo dobu 2 tydi pii teplo€ 5 °C. VysuSena semena byle&gypana do
ampuli a uchovana v hermeticky uzawch nadobkach se silikagelerfi feplog -20 °C
(VEJSADOVA ET MALA, 1996) do doby vysevu. Dva tydmyed vysevem byla semena
pienesena do teploty 5 °C.

3.1.3 Riprava Zzivného média

Jako vysevni a kultivai médium bylo pouzito upravené médium (VEJSADOVRAL.
2002), vychazejiciho ze zékladniho sloZeni makmoetdi podle Vlasinové (1988).



Tab. 6 Zakladni sloZeni vysevnich a kultwih médii

Vysevni médium (g.f) | Kultiva &ni médium (g.I)
KH,PO, 0,216 0,216
MgSQ, . 7 HO 0,246 0,246
KCI 0,150 0,150
CaCl .2 HO 0,029 0,029
(NH,),SO, 0,132 0,132
Kys. citronova 0,192 0,192
Biotin 0,001 0,001
Pyridoxin 0,001 0,001
Inositol 0,001 0,001
Kys. listova 0,001 0,001
Niacinamid 0,001 0,001
Ca pantothenat 0,001 0,001
N&EDTA .2 HO - 0,019
FeSQ. 7 HO - 0,014
Aktivni uhli 1,00 1,00
Agar ROTH 12,00 -
Agar Sigma - 7,5
Kasein hydrolyzat 0,50 0,50
Kvasniny extrakt 0,50 0,50
Sacharéza 20 25
Rustové regulatory +
pH 5,3 5,3

3.1.4 Metoda asymbiotického vysevu semen na aganédium

Den ped vysevem byla semena vyjmuta z lednice a uchopéineboratorni teplat
kolem 20 °C. Povrchové sterilizace byla provedesepticky ve flow boxu pomoci injéri
stiikacky s jehlou. Semena sledovaného taxonu byla postmtrepavana po dobu 3 min. v
70% etanolu, poté 40 min. v 0,5% roztoku NaCIlO (k@mi pripravek Savo) sifdavkem 3
kapek sméedla Tween 80. Po dobu 20 minut byla 3x proplachawé sterilni destilované
vok az do odbarveni semen na barvu slonové kosti. ddtegnim proplachnuti byla
destilovana voda vylita tak, aby veik&ce zbyla pouze semena. Pomoci bakteriologické

klicky byla semena roz@na na Sikmy agar do zkumavek (vigldhy, fotografie 6).
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Kazda zkumavka obsahovala 5 ml média. Serkiétikn v termostatu f teplog 20+ 2
°C (viz. Rilohy, fotografie 4).

3.1.5 Kultivace rostlin

Rostliny byly kultivovany v mistnosti ve spéldiich a dkladreé popsanych sklenicich
(viz. Filohy, fotografie 8 a 9), ib termoperiod 22/18°C, intenzit swtla 2500 luxi a
fotoperiodt 16/8 hod(viz Prilohy, fotografie 5)

3.1.6 Pokug.1: Povrchova sterilizace semen

Byly zji&ovany vlivy dvou sterilizénich latek. 7,2% Ca(OGl) 0,5% NaOCI a jejich
kombinace se 70% etanolem nacikibst semen u druhLiparis loeseliia Dactylorhiza
bohemicaVe vSech variantach byla dobaispbeni filtratu chlornanu vapenatého a roztoku
chlornanu sodného cca 30 — 50 minut, do odbarve&idéhbarvy semene do zabarveni
slonové kosti. 70% etanol byl pouzit po dobu 3 rhimied psobenim vlastnich
sterilizatnich latek. Kazda varianta obsahovala 44 opakov&dino opakovani bylo tieno
1 zkumavkou, obsahujici 40 — 60 semen. Po 15 tydbgy pomoci binokulatoru stanoveny

pocty vyvinutych protokormi a procenticky vyhodnoceny.

3.1.7 Pokusg. 2: Vliv rastovych regulatdr na itist nadzemnichasti a kéene

Po15 tydnech byly protokormyipneseny z vysevnich médii na kultimg obsahujici
jako zdroj dusiku standardni (WSO, v zakladni koncentraci 0,132§.lauxiny 2,46 pM
IBA (kys. indolyméselnd), 1,34 pM NAA (kys. naftghovd), 1,43 puM IAA (kys.
Indolyloctova); cytokyniny 1,11 uM BA (benzyladepi®,72 uM Zeatin, 1,16 uM kinetin.
Byly sledovany dinky auxini , cytokinini a auxim ve spojeni s cytokininy naist
semend&l po 12 nésicich. Subkultivace na médium shodného sloZemi fagvadna kazdé
3 mesice. Kazda varianta obsahovala 30 opakovanii(rpstl

3.1.8 Pokug£.3: Vliv dusiku naiist semenéi

Po 15 tydnech byly prootokormyemeseny z vysevnich meédii na kulting obsahujici
jako zdroj dusiku amonné ionty jako kontrolu a sixaci varianty s adici organického

peptonu nebo aminokyselin. Vyhodnoceni ghob po 12 ndsicich kultivace. Byl sledovan
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vliv zakladni koncentrace dusiku v kulttvam médiu ve forms anorganické soli (Np.SOy
(0,132g.1, adice organického dusiku formou peptonu (1)g.hebo aminokyselin
v koncentraci 10 mii (firma Sigma R 7131) naistové parametry sematié Standardni
slozkou organického dusiku byl u vSech pouzitychdiméaké kvasniny extrakt a
kaseinhydrolyzat. Subkultivace na médium shodnédiesi byla provatha kazdé 3 &sice.
Kazda varianta obsahovala 30 opakovani (rostlin).

3.1.9 Statistické hodnoceni

Vysledky byly statisticky zpracovany metodoadnpocestné analyzy ANOVA a
srovnavaciho Duncanova testu na hladiyjznamnosti g0,05.



3.2 Metody pro fytocenologické snimkovani vegetaca analyzu vody NPR
Ruda

3.2.1 Fytocenologické snimkovani vegetace NPR Ruda

Hiblizné v mistech vymezenych s@anicemi 49st,8", 57,02°N , 14st 41°,1,83'E bylo
provedeno fytocenologické snimkovani, a to ve dr#dch.2004, 29.8.2005 a 11.9.2006.

Velikost ploch pro fytocenologické snimkovémjla stanovena 100 ‘nPro odhad
pocetnosti jednotlivych drulhbyl pouzita ¥lenna Braun-Blanquetova stupnice. U vzacnych
druhi byl pouzit hruby odhad getnosti populace na plose.

Nomenklatura cévnatych rostlin byla pouZie BOSTALA (1989).

3.2.2 Chemickéa analyza vody NPR Ruda

Pro chemickou analyzu byla odebrana vodédmépblizkosti nalezeného hlizovce. @db
byl proveden 21.9.2004.

Stanoveni aniofitbylo provedeno na fitokovém analyzatoru FlAstar, firma Tecator,
Sweden, v Botanickém Gstavu ASR Tieba.

Stanoveni aniofitbylo zaloZzeno na spektrofotometrické analyze wdyaych vzork po

chemickeé reakci. Intenzita zabarveni jesamd koncentraci danych aniénte vzorku.

3.2.2.1 Stanoveni N-NH

Kapalny vzorek s obsahem amonnychtiget smichan s hydroxidem, kdy v zasaditém
prostedi dojde k uvoléni plynného amoniku, ktery difunduje’gs membranu. Separace
vzorku od matrice odstiiaje rusSivé vlivy slodenin obsazenych ve vzorku a umoje
analyzu amonnych iotitaké u barevnych vzoik

Plynny amoniak reaguje s acido-basickym indik&m na zaklasiHI za vzniku NH" a I

iontd. Vzniklé Zluté zabarveni jedteno i vinové délce 590 nm.

3.2.2.2 Stanoveni N-NO



Obsah dusita@nve vzorku je stanoven po reakci se sulfanilamidanazniku diazoténiho
produktu a naslednou kopufd reakci s N-(1-naphtyl)-ethylenediaminem dihythtoddem
(NED). RiZzové zabarveni vzoilke méteno (i vinové délce 540 nm.

3.2.2.3 Stanoveni NO

Dusiknany ve vzorku jsou redukovany na kadmiovém slougacidusitany a nasleén

stanoveny dle metodiky pro dusitany ynové délce 540 nm.

3.2.2.4 Stanoveni TPN (Total Nitrogen)

Vzorky jsou mineralizovany persulfatem draselnynpiitomnosti kyseliny borité a
hydroxidu sodného 30 mintipteplo€ 150°C. Mineralizace probiha v semimikrafitku.
Anorganické i organické formy dusiku jsou mineratizgevedeny na N-N@.

Dusiknany jsou stanoveny po redukci na kadmiovém slojgi@ dusitany N-N@. Po
reakci se sulfanilamidem a naslednou kognilaeakci s N-(1-naphtyl)-ethylenediaminem
dihydrochloridem (NED). RZové zabarveni vzoilje méieno fFi vinové délce 540 nm.

3.2.2.5 Stanoveni TKN (organic kjeldhal nitrogen)

Vzorky jsou mineralizovany kyselinou sirovou #itpmnosti Se jako katalyzatoru
v semimikro ndtitku.

Organické formy dusiku jsou mineralizatéyedeny na amonné ionty (N-NH které
jsou stanoveny spektrofotometricky po reakci plyrméamoniaku s acido-bazickym

indikatorem na pitokovém analyzatoru FIAfpvinové délce 590 nm.

3.2.2.6 Stanoveni RO
Orthofosforénany reaguji s molybdenanem amonnym v kyselém fedisza vzniku
molybdenofosforéné kyseliny, ktera je v prasidi kyseliny sirové redukovana chloridem

cinatym. Vysledné intenzivni modré zabarveni proaljg méieno g vinové délce 690 nm.

3.2.2.7 Stanoveni TPP (Total Phosphor)
Jednotlivé  formy fosforu jsou persulfatovou inemalizaci pevedeny na
orthofosforénany. Orthofosforghany reaguji s molybdenanem amonnym v kyselém

prostedi za vzniku molybdenofosfamee kyseliny, kterd je v prastdi kyseliny sirové



redukovana chloridem cinatym. Vysledné intenzivodm zabarveni produktu jesteno i

vinové délce 690 nm.

3.2.2.8 Stanoveni TP (Total Phosphor)

Jednotlivé formy fosforu jsou mineralizovanypiitomnosti kyseliny chloristé. Po
ukorteni mineralizace je zbytekigveden do destilované vody a nerozgnustpyrofosfaty
jsou hydrolyzované za zvysené teploty. VeSkerydiogé timto geveden na fosfoseany,
které jsou stanoveny naipokovém analyzatoru.

Orthofosforénany reaguji s molybdenanem amonnym v kyselém iedisza vzniku
molybdenofosforéné kyseliny, ktera je v prasidi kyseliny sirové redukovana chloridem

cinatym. Vysledné intenzivni modré zabarveni pradjgkneieno i vinoveé délce 690 nm.

3.2.2.9 Stanoveni CI
Chloridy ve vzorku reaguji s rhodanidemtriatym za vzniku aniontu thiokyanidu. Po
reakci sitimocnym kationtem Zeleza vznikd dutbarveny komplex, jehoz zabarveni je

meéreno [ vinové délce 463 nm.



4. VYSLEDKY

4.1 Vysledky —in vitro metody
4.1.1 Vliv steriliz&nich latek na tvorbu protokohu vybranych druin

Ucinek 7,2% Ca(OCha 0,5% NaOCI na tvorbu protokoiinbyl vyjaden procenticky
jako mira klgivosti semen (tab.5).

Tab.7. Vliv steriliz&nich latek na miru kivosti sledovanych drahpo 15 tydnech inkubace
semen

Druh Sterilizaéni latka Mira kli ¢ivosti
(%)

Liparis loeselii Ca(OCly 57,72

NaOCI 46,13

70% etanol + Ca(OCl) | 69,44

70% etanol + NaOCI 45,10
Dactylorhiza bohemica| Ca(OCI} 67,72

NaOCI 39,20

70% etanol + Ca(OCl) | 70,22

70% etanol + NaOCI 40,61

Vysledky prokazaly jikazny stimulani inek 7,2% chlornanu vapenatého na tvorbu
protokormi u uvedenych drudh Pouzitim chlornanu sodného u vSech semen sthyisti
vyznamié miru kli¢ivosti snizilo. (inek 0,5% chlornanu sodného byl infibi — embrya
byla ve velké nie poskozena a hodnoty dliosti byly vyrazri nizSi. Redpisobeni 70%
etanolem rdlo v piitomnosti Ca(OChpozitivni, ale nepikazny vliv na tvorbu protokortnu
druhuDactylorhiza bohemigaale v gipadt druhuLiparis loeseliitato kombinace fikazre

kli¢ivost podpdila. Mira klicivosti se pohybovala v rozmezi 39,2 — 70,22%.



Graf 1 Vliv steriliz&nich latek na miru kivosti sledovanych drdh po 15 tydnech

inkubace semen
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4.1.2 Vliv ristovych regulatdr na fist nadzemnichasti a kéene

4.1.2.1 Vliv auxiri

Tab.8 Vliv auxirii IBA, NAA a IAA v kultivacnim médiu na délku nadzemtdésti, kdeni a
pocet listh po 12 nésicich kultivace.

Liparis loeselii

Auxiny Délka nadzemniasti Délka kaene | Pcaet listi/semené
(mm) + SD (mm) + SD

IBA 34,20 £ 0.50 24,90 £ 0,27 2,30

NAA 36,60 + 0,51 25,60 + 0,29 2,70

IAA 35,09 £ 0,49 21,20 £ 0,25 2,80

Dactylorhiza bohemica

Auxiny Délka nadzemniasti Délka kaene | Pcet listi/semené

(mm) + SD (mm) + SD
IBA 79,00 £ 0.27 51,60 + 0,50 3,80
NAA 78,30 + 0,27 60,50 + 0,50 3,90
IAA 90,30 + 0,26 54,80 + 0,56 4,20




Po 12msicich misobeni auxih v médiu byl zjisn vysSi piristek nadzemniasti
v piitomnosti NAA. Délka kéene byla stimulovana wipomnosti NAA a péet listi nebyl
Zadnym z testovanych auxiovlivnén.

4.Vliv cytokinini

Tab. 9 Vliv cytokinimi BA, Zeatinu a Kinetinu v kultivanim médiu na délku nadzemidsti,

koreni a paet listh po 12 nésicich kultivace.

Liparis loeselii

Cytokininy Délka nadzemriiasti Délka kaene | Paset listi/semené
(mm) + SD (mm) + SD

BA 32,70 £0,23 20,50 £ 0,25 2,10

Zeatin 48,60 + 0,21 21,80 + 0,27 2,00

Kinetin 38,60 £ 0,24 19,50 +0,24 2,40

Dactylorhiza bohemica

Cytokininy Délka nadzemriiasti Délka kaene | Pcet listi/semené
(mm) + SD (mm) + SD

BA 82,10 + 0,31 41,60 + 0,32 3,50

Zeatin 101,40 + 0,23 50,00 + 0,39 4,00

Kinetin 79,80 + 0,34 51,70 +0,41 3,90

Cytokinin zeatin stimulovalist nadzemnichasti, ale nikoliv p&et listi a rfist karen.

4.1.2.3 Vliv auxiri a cytokinini

Tab.10 Vliv auxiri a cytokinini v kultivaénim médiu na délku nadzeméasti, kden a

pccet listi po 12 ndsicich kultivace

Liparis loeselii

Auxiny Délka nadzemniasti Délka kaene Pcet listi/semend
Cytokininy (mm) + SD (mm) + SD

NAA + BA 41,6 +£0,24 31,00 + 0,27 2,20

IAA + BA 47,70 £ 0,27 25,10 £ 0,28 2,20

IAA + zeatin 59,60 + 0,25 24,50 = 0,27 3,30
Dactylorhiza bohemica

Auxiny Délka nadzemniasti Délka kaene Pacet listi/semené&
Cytokininy (mm) £ SD (mm) = SD

NAA + BA 82,50 + 0,29 69,80 + 0,41 3,10

IAA + BA 80,70 £ 0,30 58,90 + 0,48 3,50

IAA + zeatin 121,10 +0,28 57,50 + 0,43 4,30




Po 12 nasicich kultivace byly frastky piikazre nejvyssi u nadzemgasti v gitomnosti
auxinu IAA a cytokininu zeatinu, u kene ngla pozitivni istovy efekt kyselina naftyloctova
(NAA) v kombinaci s benzyladeninem (BA). Multipliga listi byla statisticky vyznamn

stimulovana kyselinou indolyoctovou (IAA) ve spajee zeatinem.

Graf 2 Vliv auxini a cytokinimi v kultivatnim médiu na délku nadzemé&dsti, kdeni a
pocet listh u druhuLiparis loeselij po 12 ngsicich kultivace
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Graf 3 Vliv auxini a cytokinimi v kultivatnim médiu na délku nadzeméasti, kdeni a

pocet listh u druhuDactylorhiza bohemapo 12 nisicich kultivace
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4.1.3 Vliv dusiku natrst semenéi

Tab.11 Vliv dusiku v kultivénim médiu ve forré anorganické a sfplavkem peptonu nebo
aminokyselin nattst semen&i po 12 ngsicich kultivace.

Liparis loeselii

Forma dusiku Délka nadzemtdisti Délka kaene | Paset listi/semené
(mm) + SD (mm) + SD

(NH4)>.SO,4 29,60 + 0,46 14,50 £ 0,50 2,00

(NH4),SO,4+ pepton 41,80 + 0,38 19,10 £ 0,53 2,66

(NH4)2S04+ AMK 39,10 £ 0,52 17,30 £ 0,58 2,50

Dactylorhiza bohemica

Forma dusiku Délka nadzemtdisti Délka kaene | Paset listi/semené
(mm) + SD (mm) + SD

(NH4)2.SO,4 61,10 £ 0,90 52,10 £ 0,57 3,33

(NH4),SO,4+ pepton 85,50 +1,03 53,50 + 0,69 3,76

(NH4)2S04+ AMK 68,80 £ 0,91 51,40 + 0,60 4,00

Rist nadzemnéasti semend byl statisticky stimulovan po 12 &sicich kultivace adici
organické formy dusiku ve form peptonu a také byl prokdzan pozitivntingk
aminokyselin. Forma dusiku v uvedenych koncentran&ngla tak vyznamny vliv natist

koreni a tvorbu list.

Graf 4 Vliv dusiku v kultivanim médiu na délku nadzeméasti, kdeni a paet listi u

druhuLiparis loeseliipo 12 nésicich kultivace
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Graf 5 Vliv dusiku v kultivanim médiu na délku nadzeméasti, kdeni a paet listh na

druhDactylorhiza bohemicao 12 nésicich kultivace
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4.2 Vysledky - Fytocenologické snimky

Na lokalit byly provedenyii fytocenologické snimky ( viz. iloha 3), avSak pouze
v roce 2004 jsem zaznamenala vyskyt druiparis loeselii

Ze snimk je patrné, Z&iparis loeseliiroste v porostech spél& s osticemi a dale na této
lokalit¢ dochazi k pomalé expanziedin. Jedna se hla¥ro druhySalix pentandra, Alnus

glutinosa, Salix aurita, Salix cinerea také~rangula alnus.

4.3 Vysledky - Chemické analyza vody NPR Ruda

Tab.12 Chemicka analyza vody, lokalita Rudagco@4d.9.2004

vodivost NH “N PO*P NO*N NO*N pH
puS/cm pa/l pa/l pg/l pg/l
35 148,892 23,654 5,812 11,679 5,58

V porovnani s chemickou analyzou NAVRATILOVER004), se pH mého vzorku

e

pohybuje na nizsi Urovni, ale vyrazse neliSi. Vodivost a mnozstvi anidbrge ve srovnani
s vysledky NAVRATILOVE (2004) pohybuji v pmérnych hodnotéach.



5. DISKUSE

Jednim z ail této prace bylo najit vhodny igob povrchové sterilizace zralych semen. K
tomuto &elu se obeahpouzivaji sodnéi vapenaté chlornany.iiPhevhodné koncentraci
doke pisobeni se mohou semena nena¥rgioSkodit nebo naopak nedostate oSetena
semena nemohou &i. Na zaklad vyslediki z predeslych pokus (VEJSADOVA ET
MALA, 1996; VEJSADOVA, 2001) byly vybrany dvzakladni sterilizéni cinidla 7,2%
Ca(OCL) a 0,5% NaOCI (10% komami pripravek Savo) ve spojeni se 70 % etanolem.
Testovana byla kiivost u drulii Liparis loeseliia Dactylorhiza bohemic&®oba fisobeni
filtratu chlornanu vapenatého a roztoku chlornamdngho cca 30 — 50 minut do odbarveni
hreédé barvy semene do zabarveni slonové kosti. 70B6ldbgl pouZzit po dobu 3 minuted
puasobenim sterilizénich latek. Vysledky prokazaly stimdtd &inek 7,2 % chlornanu
vapenatého na tvorbu protokairm Predpisobeni 70% etanolem d&o v pritomnosti
Ca(OCL) pozitivni, ale neprkazny vliv na tvorbu protokortn u druhu Dactylorhiza
bohemica naopak u druhuiparis loeselii tato kombinace Whvost pifikazre podpdila.
Vysledné udaje jsou shodné s vysledky dosazenywstatnich testovanych taxopii rizné
doke pasobeni, ktera se liSila podle stémralosti semen.

NaSe vysledky nepotvrzuji nutn€kalikahodinové jsobeni chlornanu vapenatého, jak
uvadi nap. VAN WAES, DEBERGH(1986b), kig¢pouZili nizsi koncentraci Ca(OGl)

Dilezity je také zpsob uchovavani semen od skéizao vysevu. RASMUSSENOVA
(1995) jako optimalni vihkost semen orchideji uvad#. Toho nize byt dosazeno Hu
nasycenym vodnym roztokem CaCVe kterém se semena ¢h@o dobu 2 tyda pri teplog
5°C nebo pomoci silikagelui® °C. V mych pokusech byla semerfagypana do ampuli a
uchovana v hermeticky uzi@nych nadobkach se silikagelemii pteplog -20°C
(VEJSADOVA ET MALA, 1996) do doby vysevu.

Cely proces kieni je ovlivien mnoha faktory, u kterych nelze zcela jednémsaurcit
podil vlivu na dosazené vysledky, protoZsqbi komplexa a nelze je posuzovat oderg.

Na zéklad vlastnich vysledk mohu potvrdit, Ze metody o&fu semen, jejich uchovavani
a oSeteni ged vysevem, stefintak jako slozeni kultivanich médii jsou z hlediska produkce
obou kultivovanych druln pin¢ funkéni. Hledani dalSich #igohi, vedoucich ke zvySovani
klicivosti nepovaZzuiji za prioritni.

Jednim z dalSich @ilmé prace bylo zjighi &inkta formy a koncentrace dusiku a

rastovych regulatdr na fist semen&l. Po 15 tydnech byly jiz vyvinuté protokormy



pieneseny z vysevnich médii na média kultivaTa obsahuji jako zdroj dusiku (WEEO,
nebo organicky dusik ve fofpeptonu/aminokyselin, péipacd rastové regulatory auxiny a
cytokininy.U druhu Liparis loeselii byl rist nadzemnichéasti stimulovan peptonem
v koncentraci 1g} a aminokyselinami. Forma dusiku n#enzadny vliv na dst kdaeni.
Inhibi¢ni (Cinek aminokyselin uvadi MITRA (1989). V mych pokokese vSak toto prokazat
nepodalo.

nadzemnich¢asti v itomnosti auxinu IAA v koncentraci 1,43uM.uf kaem byl
stimulovan auxinem NAA (1,34 uM) s cytokininem BA,I1 pM). Cytokinin zeatin
prakazre zvysil nist nadzemnichiasti, ale nikoli péet listh a rist kaeni. NejvysSi pirastek
nadzemnich¢asti byl zjiS¢n v gitomnosti zeatinu a kyseliny indolyoctové (IAA). Byt
ucinky potvrzuje i VEJSADOVA ET AL. (2002).

Nizké hodnoty s#modatné odchylky uvamé ve vyslednych tabulkach pia vitro
metody jsou &jme zpisobeny tim, Ze semena byla odebrana pouze z jekality a pouze
Z jedné tobolky druhliiparis loeselii Toto a stejnéastové podminky mohly Zigobit malé
rozdily mezi rostlinami gstovanymi vin vitro podminkach. V budoucnu by bylo zajimavé
porovnani rostlin z odliSnych tobolek, ale i odfigh lokalit.

Smyslem celé prace jéepedeni semetié ziskanych pomoci asymbiotickych vygev
v kultute in vitro do nesterilnich podminek, coz narézi na mnoholiuskacento UfEnosti
je zavislé na zvolené metbgienosu, velikosti a fazi vyvoje rostlin, ale i naesifikach
samotného rostlinného drultim vice je dany druh orchideje zavisly na mykotiafjrive,
sp., lze pevadt bez tSich problém (MICHL, 1981). Faze vyvoje ovliwje schopnost
pieziti rostliny a proto by rostliny &y mit dle mého nazoru pirfunkéné vyvinuty kareny a
listy. Metody grevodi maji jedno spokné, a to nutnost inokulace sterilnich senténa
vhodnym houbovym endofyterhiparis loeselii je druh na mykotrofii velmi zavisly a zatim
se nikomu nepod#do prevést jej do nesterilnich podminek. Proto povadujialsi fazi
vyzkumu za prioritni zabyvat se problematikou my&fie a nasledné repatriace tohoto
druhu na jeho{vodni nebo jinak vhodné&ipodni lokality.

Daéle povazuji zatdezité, udrzet jednotlivé populace drubiparis loeseliina stavajicich
lokalitach, cozZ je mozné realizaci tzv. ,Zachrarimpcograni”, fizenych Spravami CHKO
a Agenturou ochranyifsody a krajiny (AOPK). Velice dlezity je predevSim vhodny
management., protoze s ubyvajicimi srazkami, vysgjplotami, nalety tkvin, atd., lokality
nevratré mizi. To potvrzuje i PROCHAZKA ET VELISEK (1983).
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Jednim z dalSich @ibylo provedeni fytocenologickych snithka lokali# Ruda, avsak
pouze v roce 2004 jsem zaznamenala vyskyt diuparis loeselii Hlizovec byl nalezen
priblizné na stejném mist jako jej nasel RYBENSKY v letech 1982 — 1994.nkde o
misto, které RYBENSKY(2000) pojmenoval “u lesikaviz( Prilohy, mapa 3).
Z provedenych snintkje patrné, Zé.iparis loeseliiroste v porostech spél& s osticemi a
stejre je tomu i v pipadt lokality Shnilé louky. Zde sd.iparis loeselii vyskytoval na
mistech, kde rostl drulCarex diandra ziejm¢ proto, Ze jsou oba druhy nérgjSi na
mineralni vyzivu (KUBAT, 2000).

V piib¢hu let fytocenologického snimkovani jsem pozorovda na lokalg Ruda
dochazi k pomalé expanziadin. Jedné s hla¥no druhySalix pentandra, Alnus glutinosa,
Salix aurita, Salix cinerea takéFrangula aldus.KUBAT (2000) zjistil, Ze na lokalit
Shnilé louky taktéz dochazi k expanzi, a to rakusunokra az trvale &tte zaplavena mista
a dale expanzerelvin, gredevSinBetula pendula Pinus sylvestriga sussi mista.

V primé blizkosti od nalezeného druHiparis loeselii byl odebran vzorek vody.
V porovnani s chemickou analyzou NAVRATILOVE (2004® pH mého vzorku pohybuje
na nizsi Grovni, ale vyrazrse nelisi. NAVRATILOVA (2004) zjistila, Ze pH lokty Ruda
behem roku kolisa. Zjistila, Ze se pH od dubnaeiwna zvySuje a koncem létasblesa na
pavodni hodnotyLiparis loeselii roste pi pH 4,9-8,5, takZe nagrené pH 5,58 by ne¢io
mit negativni vliv na vyskyt tohoto druhu na tés&dlité. Vodivost a mnozstvi nasfenych

aniont: se ve srovnani s vysledky NAVRATILOVE pohybuji imérnych hodnotach.



6.ZAVER

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala mnioZzeerestrickych orchideji metodou
asymbiotickych vysey v kulturdch in vitro. V pokusech jsem pouZila semena naSich
domacich druin orchideji, a td_iparis loeseliiaDactylorhiza bohemica

Cilem bylo zjistit jaky maji vliv 1) sterilizai latky na tvorbu protokorinu vybranych
druhi, 2) ristoveé regulatory naist nadzemnichasti a kéene 3) dusik naist semenau.

U pokusw.1 prokazaly vysledky stimutai (ginek 7,2% chlornanu vapenatého na tvorbu
protokormi u uvedenych drudh Pouzitim chlornanu sodného u vSech semen sthiisti
vyznamré miru kli¢ivosti snizilo. Winek 0,5% chlornanu sodného byl inkibi — embrya
byla ve velké nie posSkozena a hodnoty ddiosti byly vyrazrie nizSi. Redpisobeni 70%
etanolem rdlo v pritomnosti Ca(OChpozitivni, ale nepikazny vliv na tvorbu protokortnu
druhuDactylorhiza bohemicaale v gipact druhuLiparis loeseliitato kombinace jikazre
klicivost podpdaila. Mira klicivosti se pohybovala v rozmezi 39,2 — 70,22%.

i pokusu siistovymi regulatory bylo zjigho, Zze p pusobeni auxith v médiu,
vykazuje vysSi prastek nadzemnicasti gitomnost auxinu NAA. Délka kene byla
stimulovana v fitomnosti NAA a poet listi nebyl Zadnym z testovanych aukiovlivnén.
Cytokinin zeatin stimulovaliist nadzemnicliasti, ale nikoliv péet listi a rast kaeni. Fi
kombinacich auxiin s cytokininy byly pirastky pitikazré nejvysSi u nadzemnéasti
v piitomnosti auxinu IAA a cytokininu zeatinu, u flkme ngla pozitivni fistovy efekt
kyselina naftyloctova (NAA) v kombinaci s benzyladem (BA). Multiplikace list byla
statisticky vyznamé& stimulovana kyselinou indolyoctovou (IAA) ve spojese zeatinem.

Fi zjistovani vlivu dusiku naist nadzemniasti semend bylo zjiS€no, Ze je st
statisticky stimulovan adici organické formy dusikai formeé peptonu a také byl prokazan
pozitivni (Einek aminokyselin. Forma dusiku v uvedenych koneenth nemda tak
vyznamny vliv naiist kaeni a tvorbu list.

Jednim z dalSich @ilbylo provedeni fytocenologickych snithka lokali€ Ruda, avSak
pouze v roce 2004 jsem zaznamenala vyskyt duiparis loeselii Z provedenych sninikje
patrné, Zeliparis loeselii roste v porostech spdél@ s osticemi a dale na této lokalit
dochazi ke znimému naletu igbvin. Jedna se o drulBalix pentandra, Alnus glutinosa, Salix
aurita, Salix cinerea také-rangula aldus.

V primé blizkosti od nalezeného druhuparis loeselii byl odebran vzorek vody.

V porovnani s chemickou analyzou NAVRATILOVE (2004® pH mého vzorku pohybuje



v

s vysledky NAVRATILOVE (2004) pohybuji v pmérnych hodnotéach.
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8.1 Mapy

Liparis loeselii
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Mapa 1: Roz&ni druhuLiparis loeselii(AOPK, 2003)
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Mapa 3: Mista vyskytu druhLiparis loeselij lokalita Ruda (sadnice dle RYBENSKEHO, 2007)
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Mapa 5: Podtrosecka udoli (AOPK, 2003)
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Mapa 6: Bysiky (AOPK, 2003)




Mapa 7: Bezova — Kaldbova (AOPK 2003)



8.2 Fotografie

1: Lokalita Ruda, celkovy pohled, 21.9.2004



2: Zelezité srazeniny, lokalita Ruda. 21.9.2004
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3: Liparis loeselij zralé
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6: Asymbioticky vysev na zaSikmeném vysevnim mepiu6.2006

7: Vyjmuti semen z tobolek a nasleditérpistni do ampuli, 25.6.2007
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8: Ozndeni sklenic po vysevu, 25.6.2007



9: Semen& druhuLiparis loeseliipo 12 nésicich fistu, 25.6.2



8.3 Fytocenologické snimky

Fytocenologicky snimek 1

Nadmdska vyska (1) : 416

Datum : 21.9.2004

Lokalita :NPR Ruda u Horusic

Plocha snimku : 100m

Celkova pokryvnost : 100% Celkem dfuh21

B 90% B 4
E; 30% B 12
E, 30% B 5

Paietnost — pokryvnost : stupnice Braun - Blanquetoya

Druh r + 1 2m 2a 2b

Salix pentandra -

Salix aurita

Pinus silvestris -

Alnus glutinosa -

Frangula aldus -

Molinia caerulea -

Cirsium palustre

Menyanthes trifoliata -

Lythrum salicaria -

Lysimachia vulgaris -

Epilobium palustre -

Viola palustris -

Peucedanum palustre -

Liparis loeselii -

Fragaria vesca -

Galium palustre -

Potentilla erecta -

Aulocomnium palustre

Sphagum palustre

Sphagum teres -

Sphagnum fallax -




Fytocenologicky snimek2

Nadmdska vyska (1) : 416

Datum : 29.8.2005

Lokalita :NPR Ruda u Horusic

Plocha snimku : 100

Celkova pokryvnost : 100% Celkem dtuh27

Eq 85% =) 5
E; 60% =] 15
E; 45% =) 7

d&dnost — pokryvnost : stupnice Braun - Blanquetoya

Druh

+

1

2m 2a

2b

Salix pentandra

Salix aurita

Salix cinerea

Pinus silvestris

Betula pendula

Alnus glutinosa

Frangula alnus

Molinia caerulea

Cirsium palustre

Menyanthes trifoliata

Calamagrostis canesceng

Lythrum salicaria

Lisimachia vulgaris

Lisimachia thyrsiflora

Viola palustris

Peucedanum palustre

Epilobium palustre




Carex nigra

Fragaria vesca

Galium palustre

Potentilla erecta

Potentilla palustris

Aulocomnium palustre

Sphagnum palustre

Sphagnum teres

Sphagnum fallax

Climacium dendroides

Fytocenologicky snimek3

Nadmdska vyska () : 416

Datum : 11.9.2006

Lokalita :NPR Ruda u Horusic

Plocha snimku : 100

Celkova pokryvnost : 100% Celkem dtuh23

Eq 85% =) 4
E; 30% =] 13
E; 75% =) 6

Pasetnost — pokryvnost : stupnice Braun — Blanquetoya

Druh r

+

1

2m

2a

2b

Salix pentandra

Alnus glutinosa

Betula pendula

Frangula alnus

Salix cinerea

Salix aurita




Molinia caerulae

Menyanthes trifoliata

Carex canescens

Calamagrostis canesceng

Carex rostrata

Lysimachia thyrsiflora

Lythrum salicaria

Potentilla palustris

Calla palustris

Liparis loeselii

Carex nigra

Lysimachia vulgaris

Cirsium palustre

Aulocomnium palustre

Sphagnum palustre

Sphagnum teres

Sphagnum fallax




