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Abstrakt

Celad’ vstavalovité (Orchidaceae) patri medzi jednu z najvacsich a najrozmanitejsich Geladi
kvitntcich rastlin. Orchidey prechddzaju zlozitym vyvojovym cyklom, ktory zahfiia
mykoheterotrofnu fazu vyvoja protokormov po vykli¢eni semien. Hypotézou tejto prace je, ze
v ramci orchideoidne mykorhiznej symbidzy modze byt vyvijajicemu sa heterotrofnému
protokormu dodavany dostatok organického uhlika a energie nielen z rozpustnych sacharidov,
ale aj z aminokyselin hubového povodu. Cielom prace je pomocou axenickych in vitro
experimentov zistit’, ktoré vybrané aminokyseliny a iné latky mézu slazit' ako vyznamny
zdroj uhlika a energie u protokormov orchidey Dactylorhiza majalis. Podla vysledkov
experimentov nemozu vSetky testované aminokyseliny sami o sebe nahradit’ exogénny
rozpustny sacharid. Vyznamnu ulohu v prenose uhlika by vSak mohla mat kyselina
glutdmova, aj kyselina asparagova, ktoré vyznamne podporovali rast protokormov. Pomerne
dobrym zdrojom uhlika bol pre protokormy tieZ enzymaticky hydrolyzat kazeinu. Je teda
mozné, ze niektoré exogénne aminokyseliny by mohli orchidedm sluzit' nielen ako zdroj

dusika, ale aj ako vyznamny zdroj uhlika.

KPlucové slova: orchideoidnd mykorhiza, Dactylorhiza majalis, aminokyseliny, pyruvat,

prenos uhlika, mykotrofia



Abstract

The orchid family (Orchidaceae) belongs to one of the largest and most diverse families of
flowering plants. Orchids undergo a complex developmental cycle that includes a
mycoheterotrophic stage of protocorm after seed germination. The hypothesis of this work is
that within the orchid mycorrhizal symbiosis, the developing heterotrophic protocorm can be
supplied with enough organic carbon and energy not only from soluble carbohydrates, but
also from amino acids of fungal origin. The aim of the work is to find out which selected
amino acids and other substances can serve as a significant source of carbon and energy for
protocorms of the orchid Dactylorhiza majalis using axenic in vitro experiments. According
to the results of this thesis, not every tested amino acid can replace the exogenous soluble
carbohydrate. However, both glutamic acid and aspartic acid, which strongly supported the
growth of protocorms, could play an important role in carbon transfer. Casein enzymatic
hydrolysate was also a relatively good source of carbon for protocorms. It is therefore
possible that some exogenous amino acids could serve orchids not only as a source of

nitrogen, but also as a significant source of carbon.

Key words: orchid mycorrhiza, Dactylorhiza majalis, amino acids, pyruvate, carbon flow,

mycotrophy
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Uvod

Pocas evolucie sa zastupcovia celade Orchidaceae adaptovali na niekol'ko
zvlastnych zivotnych stratégii, vd’aka ktorym by sa dali povazovat za jednu =z
najrozmanitejSich rastlinnych celadi. Svoju variabilitu dokéazali navysit schopnostou
osidlovat nové stanovistia, ato mnapriklad adapticiou vzdusnych korenov a CAM
metabolizmu u epifytickych druhov (Givnish et al., 2015), alebo jednoduchostou
a mikroskopickou stavbou semien, vdaka ktorym st lahko distribuované v prostredi
(Rasmussen, 1995). Dalou zaujimavou charakteristikou semien zastupcov tejto Gelade je
absencia endospermu (Yeung, 2017), kvoli comu orchidey nemaji dostatocné zdsoby na
vyzivu kli¢iaceho semena (Brink a Cooper, 1947). V ranych $tadidch vyvoja preto aplikuja
mykotrofny spdsob vyzivy (Rasmussen, 1995), ku ktorému dochadza naviazanim
symbiotického vztahu medzi hubovymi jedincami a jedine¢nou Strukturou orchidei
nazyvanou protokorm (Yeung, 2017).

Dodnes nie je celkom zname, ktoré energeticky bohaté latky s prendsané z hub do
orchidei a vplyvaju na spravny rast a vyvoj tychto rastlin. Taktiez s urcitostou nevieme, akym
sposobom su tieto Ziviny prenaSané. Na zdklade vedeckych vysledkov predpokladame, Ze
vhodnymi zdrojmi uhlika a energie pre rasticu orchideu su pravdepodobne aminokyseliny
alebo sacharidy, a to napriklad vd’aka ich pomerne jednoduchej metabolizacii v pletivach.
V diplomovej préci sa zaoberam otazkou, ¢i by mykoheterotrofné protokormy boli schopné
rast bez prisunu rozpustnych sacharidov akrastu vyuzivat vyhradne aminokyseliny.
V axenickych kultirach in vitro skimam schopnost’ heterotrofnych protokormov orchidey
Dactylorhiza majalis vyuzivat vybrané aminokyseliny a pyruvat ako zdroj uhlika a energie.
Tato praca nadvizuje na diplomovu pracu, v ktorej bola skimana utilizacia sacharidovych
alkoholov protokormami D. majalis, rovnako ako aj aminokyselina glutamin, ktora vsak, ako
sa ukézalo, nesluZzi pre tito orchideu ako dostato¢ny zdroj uhlika a energie (Dostalova, 2016).

Praca je rozdelend na niekol’ko kapitol, priCom v prvej €asti sa venujem teoretickym
poznatkom z dostupnej literatury na tému celade orchidei, ale i orchideoidnej mykorhizy
a prijmu a distribucie latok v nej. V d’alSej kapitole popisujem material a metdody pouzité pri
praktickej Casti vyskumu. Predposlednd kapitola je venovand vysledkom experimentov,
priCom st do nej zahrnuté grafy a tabulky s nazbieranymi datami aich stru¢ny popis. Na
zaver diskutujem nielen o moznych vzt'ahoch v ramci ziskanych vysledkov, ale aj o stuvislosti

s dostupnou literaturou.
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Ciele prace

Hlavnym ciel'om diplomovej prace je zistit’, ¢i mozu vybrané aminokyseliny a latky
poskytovat’ dostatocny zdroj uhlika a energie pre spravny rast a vyvoj protokormov orchidey
Dactylorhiza majalis. Medzi Ciastkové ciele patri otestovanie efektu enzymatického
hydrolyzatu kazeinu, kyseliny glutamovej, glycinu, alaninu, kyseliny asparagovej a pyruvatu
na protokormy, ato bez pritomnosti alebo za pridavku lahko utilizovatelnej sacharozy

v axenickych in vitro kultiva¢nych pristupoch.

11



1 Literarny prehlad

1.1 Charakteristika orchidei

Celad vstavadovité (Orchidaceae) je najrozmanitejSou a po &eladi astrovité
(Asteraceae) najviacSou celad’ou cievnatych rastlin obsahujuc priblizne 736 rodov a asi 28
tisic druhov (Chase et al., 2015; Christenhusz a Byng, 2016), ktoré mo6zeme najst’ takmer po
celom svete. Rozlicné podmienky v jednotlivych biémoch si vyziadali od orchidei vysoku
variabilitu vo svojich adaptivnych vlastnostiach, ¢o sa najviac odraza na ich rastovych
navykoch a formach, v ktorych ich mézeme néjst (Arditti, 1967). Celad Orchidaceae je
zlozend z druhov s odliSnymi ndrokmi na stanovistia, ktoré obyvaji. Priblizne dve tretiny
zastupcov tejto ¢elade su epifytické alebo litofytické, zvys$nu tretinu tvoria druhy terestrické
(Swarts a Dixon, 2009).

Epifytické orchidey vytvaraju vztahy s hostitel'skymi rastlinami, ktoré im poskytuju
spravne prostredie a podmienky pre rast (Ai et al., 2023), pricom zahfiaju asi viac ako dve
tretiny vSetkych cievnatych epifytickych rastlin (Zotz, 2013). Mnozstvo orchidei dokaze rast
len na vybranom rastlinnom druhu a okrem toho sa na jednej hostitel'skej rastline spravidla
usidluje len niekol’ko malo réznych druhov orchidei, ¢o eSte viac posiliiuje vysoko
Specializované vztahy medzi orchideou a jej hostitelom (Ai et al., 2023). Epifytické orchidey
su charakteristické predovsetkym sukulentnymi listami s CAM (z angli¢tiny crassulacean acid
metabolism) sposobom fixacie uhlika v procese fotosyntézy (Winter et al, 1983; Silvera et al.,
2009). Iné druhy zase adaptovali svoje korene na rézne podmienky prostredia, napriklad pre
zvySenie prijmu uhlikatych latok obsahuju v pletivach chloroplasty a vykazuju fotosyntetickt
aktivitu (Ho et al., 1983). Specialnym znakom vzdusnych korefiov epifytickych orchidei je
ich pokrytie mftvymi bunkami, zrejme s taxonomicky Specifickym poc¢tom vrstiev, nazyvané
velamen, ktory ma okrem zakladnej funkcie korenia — absorpcie vody (Barthlott a Capesius,
1975) a prijmu Zivin (Zotz a Winkler, 2013), tieZ schopnost’ ochrany rastliny pred UV-B
ziarenim. To bolo dokazané pozorovanim hladiny flavonoidov v koretioch epifytickych
druhov po vystaveni tomuto typu radiacie, ked’ze fenolické latky, a to naymé flavonoidy, su
ucinnymi fotoprotektantmi. U terestrickych orchidei vSak tento jav nebol pozorovany
(Chomicki et al., 2015). Flavonoidy a lignin okrem toho sliizia ako bariéra proti prieniku htib
do pletiv rastliny, z ¢oho vyplyva, ze kolonizované byvaju mlad¢ pletiva a hyfy sa d’alej Siria

priepustnymi bunkami korena (Esnault et al., 1994). Mykoheterotrofny spdsob vyzivy si
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u niekol’kych druhov terestrickych orchidei zrejme vyziadal redukciu obsahu flavonoidov a
nepritomnost’ velamen v korefioch (Chomicki et al., 2014). Co sa d’alej tyka terestrickych
orchidei, tych typicky v priebehu roka vyrastie nad zem len obmedzeny pocet, pretoze su
schopné pockat’ na vyzadované podmienky v dormantnom stave aj niekol’ko rokov (Coates et
al., 2006).

V priebehu skiimania klicenia semien u ¢el'ade Orchidaceae by sa dalo vymedzit’
niekol’ko etap, ktoré pomohli k zlepSeniu predstavy o jej ontogenéze. Po jednoduchych
pozorovaniach priSiel objav orchideoidnej mykorhizy, neskor sa zacalo brat do uvahy
posobenie i6nov, ¢i komplexnych organickych latok, pricom tieto udaje sa Casto vyuzivaja
v taxonomickom rozliSeni jednotlivych druhov. Vzhl'adom k vel'kej variabilite tejto ¢el'ade st
dodnes naSe znalosti o podrobnych potrebach pre rast orchidei obmedzené (Arditti, 1967). Od
ostatnych ¢eladi sa orchidey odliSuju predovsetkym obrovskym mnozstvom mikroskopickych
semien, ktoré¢ su pre ich miniatirnu vel’kost’ v anglickom jazyku oznacované ako ,,dust seeds
(Leake, 1994; Rasmussen a Whigham, 1993), ¢o by sa dalo do slovenéiny prelozit' ako
»prachové semena“. V jednej tobolke sa nachddza tisic az milién semien, pricom kazdé vazi
len niekol’ko jednotiek mikrogramov. Rozmermi spravidla nedosahuji viac ako 1 milimeter,
vd’aka ¢omu mozu byt semend jednoducho distribuované vetrom, zrazkami (Arditti a Ghani,
2000) a v ojedinelych pripadoch aj zoochoricky (Leake, 1994). VicSina semien orchidei vSak
napriek jednoduchej distribucii prostredim v pdde sama nevykli¢i, pretoZze nema k dispozicii
dostato¢né mnozstvo zdsobnych latok (Rasmussen, 1995).

Semena orchidei obsahujit malé embryo gulovitého tvaru (Arditti, 1967)
avporovnani sinymi kvitnicimi rastlinami s popisované ako malo vyvinuté, kedze
apikalne meristémy su zakladané az v nasledujicom vyvojovom S§tadiu (Yeung, 2017).
Embrya st pokryté osemenim, ktorého vlastnosti vo vel'kosti, tvare, ¢i farbe mozu byt vel'mi
roéznorodé (Arditti, 1967). Embryo orchidei sice obsahuje podiel lipidov a proteinov, ale tieto
zasoby nie su dostatoCnym energetickym zdrojom v pociato¢nych §tadiach ich vyvoja (Leake,
1994). Typicky u rastlin znamena porucha pri vyvoji endospermu zastavenie vyvinu embrya
ajeho odumretie (Brink a Cooper, 1947), ale orchidey si neschopnost vzniku funkéného
endospermu kompenzujii mykotrofnym spoésobom vyzivy (Eriksson a Kainulainen, 2011), ¢o
znamend, ze ziskavaju ziviny vytvorenim vztahu shubou (Merriam-Webster, 2024).
Predpoklada sa, ze u obligatne mykotrofnych (holomykotrofnych) druhov, ale aj u orchidei,
ktoré st v dospelosti plne heterotrofné, su v procese kliCenia zapojené mykorhizne huby
(Leake, 1994). Ako uz bolo nacaté vysSie, po embryonalnom Stadiu vyvoja semena orchidei

kli¢ia v jedine¢ni Struktiru nazyvanu protokorm, ktory je spociatku tvoreny najma
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parenchymatickymi bunkami. Tento utvar je zodpovedny za tvorbu apikalneho meristému
nadzemnej Casti rastliny a je hlavnym miestom, kde prebieha mykotrofna vyziva (Rasmussen,
1995; Yeung, 2017).

Spravny proces vyklicenia semena v protokorm umoziuje naviazanie vztahu s
hubou, ktord rastlinu vyzivuje, pricom vyznamna je druhova Specifita rastliny aj huby
(Rasmussen a Whigham, 1993). Semeno schopné kli¢it’ umiestnené na kultivaéné médium
obsahujuce sacharidy zacina pucat’ a prechadza sledom metabolickych aktivit, ktoré zahfiiaji
aj rozklad lipidov a zasobnych proteinov a tvorbu Skrobu (Manning a Staden, 1987). Aj ked’
u niektorych orchidei bol bez pridavku exogénnej gluk6zy po rehydratacii semien pozorovany
¢iastkovy rozklad proteinov, pre rozklad lipidov je nutné dodat sacharid z vonkajSicho
prostredia (Leake, 1994). Okrem vzniku orchideoidne mykorhizneho vzt'ahu su vSak pre
vykli¢enie dolezité aj d’alSie faktory, ako napriklad dostupnost’ svetla, ale aj kvalita a vlhkost’
pody (Arditti, 1967). Orchideoidnej mykorhize sa blizsie venuje nasledujica kapitola.

Podl'a sposobu vyzivy rozliSujeme orchidey na mykoheterotrofné a autotrofné
(zelené) druhy. Zelené orchidey st v ranych $tadiadch vyvoja inicidlne mykoheterotrofné, tzn.
schopné ziskavat’ uhlik od hub, pricom neskor u nich vznikaju fotosynteticky aktivne organy.
Cinnost’ fotosyntetického aparatu moze v neskorsich fazach Zivota orchidei viest’ k zmene na
autotrofny spdsob prijmu zivin (Rasmussen, 1995; Smith a Read, 2008), ale Castokrat aj
dospelé zelené rastliny prijimaji cast’ uhlikatych latok od mykorhiznych hub (Selosse
a Martos, 2014).

Achlorofylné, alebo uplne mykoheterotrofné druhy orchidei celkom stratili
schopnost’ fotosyntetizovat, a preto obligatne ziskavaji ziviny od hubového partnera po cely
svoj zivot (Rasmussen, 1995; Smith a Read, 2008). Pre tieto rastlinné druhy je typicka
redukcia velkosti plastidového genomu, ¢o spdsobuje vypustenie génov kodujucich napriklad
NADH a ribozomalne komponenty, ¢i gény pre fotosyntézu. To zapricifiuje aj limitaciu génu
pre plastidova RNA-polymerazu, ktora inak sluzi na transkripciu vysSie popisanych skupin
génov (Schelkunov et al., 2015). Niektoré achlorofylné rastliny nedokédzu kvoli
redukovanému plastomu zabezpecovat’ zakladné metabolické procesy, ako biosyntézu
aminokyselin, mastnych kyselin a d’alSich energeticky bohatych uhlikatych a dusikatych
zlucenin (Wolfe et al., 1992) a su preto odkdzané na paraziticky alebo symbioticky sposob
zivota. Uplna mykoheterotrofia v prirode nie je vel'mi asté, vyskytuje sa u asi 1 % kvitnticich
rastlin, ale ndjdeme ju aj umachorastov anahosemennych rastlin. Svoje pozorovania

o ontogenéze nefotosyntetizujiicej orchidey Neottia nidus-avis zhrnul Bernard v roku 1899
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ako prezivanie jedincov v mykorhiznej symbidze po celu dobu ich vyvoja (Selosse et al.,
2017; Bernard, 1899).

Prechodny stupen medzi plne mykoheterotrofnymi a autotrofnymi druhmi
oznaCujeme ako mixotrofné, alebo Ciastone mykoheterotrofné rastliny (Selosse a Martos,
2014). Mixotrofny spOsob vyzivy umoziiuje orchidedm vysSiu plasticitu napriklad
za nevhodnych svetelnych podmienok prostredia, ked’ uUc¢innost’ ich fotosyntézy nie je
dostatocne vysokd na to, aby pokryla vlastné naroky na uhlik (Girlanda et al., 2006). Na
rozdiel od inych rastlin, orchidey nevytvaraju ,.klasicky koretiovy systém, ale ich korene su
malo vetvené a menej pocetné. Kvoli ich vyraznej hrubke a Cervovitému tvaru nemaju tak
vel’ky povrch, aby mohli prijimat’ ziviny priamo z pddy. Vyraznym morfologickym rozdielom
je redukovany koren u rastlin, ktoré preferuju mixotrofny spdsob vyzivy. Bolo pozorované, ze
rastliny s menSim koreflovym systémom maji vyssie ndroky na dodanie tychto latok z pddy

a predstavuju tak extrémnu zavislost’ na svojom mykorhiznom vztahu (Leake, 1994).

1.2 Orchideoidna mykorhiza

Orchideoidnd mykorhiza (OM) je Specifickd asociicia semien zastupcov Celade
Orchidaceae s mykorhiznymi hubami (Tedersoo et al., 2020). Predstavuje ich asi 100 r6znych
druhov hub, najcastejSie patria k rodu Rhizoctonia (He et al., 2010), ale bezné st aj rody
Ceratorhiza, Epulorhiza alebo Moniliopsis, vSetky patriace do ¢elade Ceratobasidiaceae
(Zelmer et al., 1996). Presné taxonomické zaradenie orchideoidne mykorhiznych hub (OMF)
je mozné az po analyze DNA, ked’Ze mycélia v pletivach netvoria Ziadne druhovo Specifické
struktary. Stadium $pecifity OMF na molekularnej urovni by viak mohlo vyrazne pomdct’ pri
ochrane ohrozenych druhov orchidei (Hossain, 2022). Mykorhizna symbi6za zabezpecuje
v ekosystéme tok latok medzi hubami a rastlinami pomocou mykorhiznych sieti v pode.
Zavislost’ na prijme latok od mykorhiznych partnerov a Specificky vyber OMF u orchidei
vyrazne ovplyviiuje lokdlne rozSirenie tychto rastlin v ekosystéme aich schopnost’ sa
rozmnozovat (Waller ef al., 2018). Hlavnym benefitom mykorhizneho vztahu pre rastlinu je
dodanie Zivin a vody od hubového partnera pre jej klicenie a d’alsi vyvoj (Arditti, 1967).
Vyskytuje sa u vSetkych typov orchidei (Dearnaley et al., 2016), medzi tymito skupinami je
vSak rozdiel v trvani vytvoreného mykorhizneho vztahu. U niektorych druhov pozorujeme
mykoheterotrofiu len v inicidlnych Stddidch — doplnok pred ziskom energie z vlastnej

fotosyntézy, iné su odkdzané na kompenzaciu energie z fotosyntézy vyzivou od hub po celu
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dobu zivota (Rasmussen, 1995; Rasmussen a Whigham, 2002). Nebolo vSak vedecky
potvrdené, Ze by sa orchidey Zivili odumierajicimi zvySkami organizmov v pdde, takze sa da
s urCitostou povedat, Ze nejde o saprofytizmus, ako sa Castokrat o mykoheterotrofnych
druhoch orchidei nespravne tvrdi (Leake, 2005).

Sposob inicidlneho kontaktu medzi OMF a orchideou sa pravdepodobne lisi od druhu
oboch partnerov (Hadley a Williamson, 1971) a m6Ze mat’ dve drahy — prvou je kolonizacia
suspenzoru a druhou kolonizéacia cez rhizoidy, pricom miesto prieniku hyfy do pletiva moze
rozhodovat’ o uspesnosti vzniku mykorhizneho vzt'ahu (Yeung, 2017). Zatial' ¢o rhizoidna
kolonizacia je podmienena diferencidciou buniek a ich vakuolizaciou, suspenzor moze byt
kolonizovany v §tadiu pucania semena, kde by mykorhizny partner mohol dodavat’ ziviny uz
pri samotnom kliceni. Niektoré druhy orchidei ale pomocou obrannych mechanizmov
inhibuju kolonizaciu suspenzoru, ¢o znamend, ze semeno musi investovat’ cast’ svojich
zasobnych latok do tvorby rhizoidov a OMF kompenzuju limitované mnoZzstvo zivin
v rastline takmer okamzite po kolonizicii, ¢o bolo dokdzané prudkym narastom vel'kosti
bunick a obsahu $krobovych zfn vnich (Rasmussen, 1990). Specifita orchideoidne
mykorhizneho vztahu teda moéZe byt vymedzena spdsobom kolonizacie OMF a pritomnost'ou
suspenzoru v ranych §tddidch vyvoja orchidei (Yeh et al., 2019).

Dalo by sa tvrdit’, ze OMF kolonizujl v rozli€nych Zivotnych Stadiadch orchidei rozne
Casti tychto rastlin (Zhao et al., 2021). V ranych §tadidch je inicidlnym miestom kolonizacie
protokorm, ktory predstavuje achlorofylné pletivo (Peterson a Farquhar, 1994), ale hyty OMF
boli najdené¢ dokonca aj v kvetnej stopke a v piestiku (Selosse et al, 2017). Napriek tomu
tento vztah nazyvame mykorhizou (Peterson a Farquhar, 1994), pretoze hyfy hubového
partnera sa dostavaju aj do koretiov orchidei (Dearnaley et al., 2016).

Orchideoidne mykorhizne huby kolonizujit pletivda orchidei a vytvaraju
charakteristicku splet’ hyf do tvaru zavitu, ktoré nazyvame pelotény (Rasmussen, 1995).
Hubové pelotony nevstupuju priamo do rastlinnej cytoplazmy, ale st od bunkového obsahu
rastliny oddelené plazmatickou membranou a interfacidlnou matrix (Uetake et al., 1997).
Zatial' ¢o pritomnost mladych hubovych vldkien v rastlinnom pletive vedie k d’alSej
kolonizacii a tvorbe novych pelotonov, zmotané hubové hyfy su v hostitelovi po Case
lyzované amenia sa na zltohnedé zhluky, ale podrobny mechanizmus tohto procesu
nepozname (Rasmussen, 1995; Rasmussen a Whigham, 2002; Selosse et al., 2017). StarSie
korene obsahujii v bunkdch primarnej kory vyssi pocet degradovanych pelotonov, nez
najdeme u mladsich rastlin (Sathiyadash et al., 2012). V bunkach primarnej kory korefiov,

ktoré po urciti Cast’ roka bezne obsahuju vel'ké zasoby Skrobovych zfn (Leake, 1994), boli
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pozorované viacSie zasoby Skrobu u nekolonizovanych (Kuga et al., 2014) au Ccerstvo
kolonizovanych pletiv. Naopak v rastlinach obsahujucich rozpadnuté pelotony bolo zistené
mensie zastapenie Skrobovych zifn (Peterson a Currah, 1990), comu napovedd, ze vytvorenie
OM vedie v korenoch rastliny k hydrolyze skrobu (Leake, 1994).

Ako uz bolo spomenuté v predoslej kapitole, klicenie semien je u orchidei
propagované hubami, ¢o je dolezité kvoli absencii endospermu, ktorého funkciou je okrem
iného aj vyziva embrya (Zhao et al., 2021). Po kolonizacii hubami sa zasobné lipidy
a proteiny v semene zlozito metabolizuji na zésobné polysacharidy. U roznych rastlinnych
Celadi prebichaju tieto metabolické procesy v rozlicnom poradi aroéznou rychlostou.
Napriklad u D. majalis bola najskor pozorovand hydrolyza proteinov sprevadzana
vakuolizaciou a tvorbou Skrobovych zfn, pri€om zasoby lipidov ostavali v pletivach po dlhsiu
dobu (Rasmussen, 1990). Semend rodu Dactylorhiza vyzaduji k spravnemu kliceniu
v mykorhiznom vztahu asponi dva tyzdne bez pristupu svetla, kolonizované semena
kultivované v in vitro podmienkach vykazuji vysoku citlivost’ k bielemu svetlu (Rasmussen,

1990; Harvais a Hadley, 1967).

1.3 Prijem a distribucia latok

Mykorhizne siete v pode vo vSeobecnosti zabezpecuju translokaciu zivin medzi
rastlinami, ¢im prispievaju k recyklacii uhlika, dusika a fosforu na globéalnej tirovni. Uvadza
sa, ze z celkového prijmu zivin rastlinou sa méze az 80 % dusika a fosforu ziskat’ z hubového
partnera vd’aka mykorhiznym symbidézam (Heijden ef al., 2015), za ¢o mykorhizne huby od
autotrofnych rastlin ¢erpaji uhlikaté zli€eniny (Smith a Read, 2008). Okrem prenosu tychto
prvkov sa moéZzu mykorhiznym partnerom distribuovat aj mineraly a voda. Zaroven,
udrziavanie tohto vztahu moéze mat aj iné vyhody, napriklad poskytnutie prostredia
a stabilnych podmienok pre zivot OMF v pletivach rastliny (Leake, 1994). Orchideoidna
mykorhiza je zvlastna tym, Ze podl'a Camerona (Cameron et al., 2006) je v ranych Stadiach
vyvoja orchidei tok uhlika jednostranny v smere od huby k rastline, a to kvoli neschopnosti
protokormov fotosyntetizovat' (Peterson a Farquhar, 1994). Po dosiahnuti fotosyntetickej
aktivity u zelenych orchidei uz je prenos latok medzi rastlinou a OMF obojstranny (Cameron
et al., 2006; Cameron et al., 2008). Avsak, poznadme tiez achlorofylné plne mykoheterotrofné
druhy, ktoré st na prisune uhlika od OMF zavislé po cely Zivot (Leake, 1994). RozliSujeme

dva spdsoby prenosu zivin z OMF do orchidey. Prvym je zabezpecenie toku latok pomocou
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interfacidlnej matrix medzi neporuSenymi peloténmi a rastlinnymi membranami a druhym je
lyza peloténu v rastlinnych pletivach a nasledny prijem tychto latok orchideou (Kuga et al.,
2014; Dearnaley a Cameron, 2017; Leake, 1994).

Je zreymé, Ze orchideoidne mykorhizne huby dodavaju orchidedm latky potrebné pre
ich rast nielen v ranych fazach vyvoja, ale u niektorych druhov aj po celu dobu Zzivota, a to
bez zéavislosti na ich fotosyntetickej aktivite (Rasmussen, 1995). Co viak dlho nebolo zjavné,
je to, ¢i aj nefotosyntetizujuce orchidey poskytuju nejaké latky svojmu mykorhiznemu
partnerovi, a ¢i tento vztah mame nazyvat’ mutualizmom, alebo skor parazitizmom. Leake
(1994) tvrdi, ze vzhl'adom na naroky orchidei by bolo mnozstvo uhlika prijaté degradaciou
pelotonov pre ich metabolizmus nedostatujice. Dalej by podla neho mal existovat
mechanizmus, ktory zabezpecuje, ze uhlikaté latky nie st prenaSané z orchidei naspit’ do hub.
Sekvenovanim genému dvoch druhov obligatne mykotrofnej orchidey Gastrodia sa zistilo, ze
v porovnani s autotrofnymi rastlinami je jej gendém znatelne mensi, ale zato kompatibilnejsi
pre vztah s hubovym partnerom. V tychto rastlindch boli ndjdené okrem iného gény pre
biosyntézu tryptofanu a mastnych kyselin, ¢i syntézu a degradaciu Skrobu. Pritomnost’ génov
pre rézne transportéry, napriklad pre transmembranovy prenos aminokyselin, transportéry
amonneho kationu alebo mastnych kyselin, nasved¢uju tomu, Ze existuje obojstrannd vymena
latok medzi OMF a korefimi orchidei (Jiang et al., 2022; Fochi et al., 2017b). Distribucia
Zivin z rastliny do huby vSak ale pravdepodobne nie je tak silna, ako pri opa¢nom smere, teda

z huby do orchidey (Jiang ef al., 2022).

1.3.1 Uhlikaté latky

Kli¢iace semeno orchidey dostdva od naviazaného mykorhizneho partnera okrem
in¢ho uhlik (Dearnaley a Cameron, 2017), ktory ektomykorhizne druhy hub pravdepodobne
ziskavaju v podobe produktov fotosyntézy priamo zo stromov, s ktorymi st sucasne
v mykorhiznom vztahu (Lallemand et al., 2019; Hynson et al., 2013). Na zaklade skumania
tazkého izotopu *C, sa d4 odhadnit’, kol'ko uhlika mixotrofna orchidea dokazala asimilovat’
fotosyntézou (Hynson et al., 2013), a kolko latok bolo prenesenych mykorhiznymi hubami
pomocou mykorhiznych sieti z autotrofnych rastlin v okoli (Mayor ef al., 2009).

Vicsina druhov zelenych orchidei je v dospelosti plne autotrofnd a uhlik fixuje
samostatne v procese fotosyntézy (Leake, 2005). To potvrdil aj experiment na zelenej orchidei
Goodyera repens s pridavkom nerozpustného sacharidu celulozy v kultivacnom médiu, ktory
viedol k zastaveniu transportu uhlika z OMF do rastliny po zaciatku jej fotosyntetickej

aktivity (Alexander a Hadley, 1985). Napriek tomu, niektoré druhy zelenych orchidei,
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podobne ako druhy achlorofylné, prijimaju uhlikaté latky z OM vztahu po cely svoj zivot,
pretoze pritomnost’ zelenych pigmentov v pletivach nemusi znamenat’, zZe v rastline prebieha
fotosyntéza (Leake, 2005; Leake, 1994).

Podl'a Hadleya a Purvesa (1974) nebolo experimentalne dokazané, ze by rastlina
poskytovala fotosynteticky fixovany uhlik svojmu hubovému partnerovi, ako je zname
uinych typov mykorhiz alebo u parazitizmu. Je mozné, ze OMF nie su zavislé na
metabolitoch od svojho orchideového hostitel’a, pretoze maju k dispozicii dostatok uhlikatych
latok prepojenim mycelidlnych sieti v pdde. Cameron so svojimi timami (2006; 2008) vsak
ako jedni z prvych potvrdili obojstranny transport uhlika medzi hubou a orchideou, a to
skiimanim znageného izotopu uhlika *C, ktory bol dodany OMF ako aminokyselina, nasledne
transportovany a respirovany dospelou fotosynteticky aktivnou orchideou G. repens a znova
prijaty hubou vo forme oxidu uhli¢itého.

Ako uz bolo popisané vyssie, pozname dva typy transportu latok z huby do rastliny,
ato cez zivé hyfy, alebo ich degradaciou v pletivach orchidey (Dearnaley a Cameron, 2017).
Zatial ale nie je celkom jasné, ako prebieha samotny transport uhlika medzi OMF a rastlinou,
ani v akych formach si ho rastlina uklada (Leake, 1994). Vysledky experimentov, ktoré¢ viedla
Kuga ajej tim (2014) vSak potvrdzujt, Ze uhlikaté latky mozu byt prendSané zo Zivych, aj
degradujucich vldkien OMF do orchidey. Pozorovanim zvySené¢ho obsahu znaceného uhlika
13C na rozhrani senescentného pelotonu bolo dokazané, Ze uhlik moZe byt transportovany do
buniek orchidey pocas degradécie hubovych vlakien. Nasledna distribucia uhlika rastlinnymi
pletivami bola preukazand rovnomernou distribuciou zna¢eného uhlika v cytoplazme buniek
obsahujucich senescentné pelotony. AvSak, znafeny uhlik bol prendSany aj pomocou
intaktnych hyf, kedZe jeho koncentracia v amyloplastoch buniek bola vy$Sia v miestach
s mladymi pelotonmi, nez v bunkach bez nich. Okrem toho taktieZ popisuju rozdiely v obsahu
amyloplastov u kolonizovanych a nekolonizovanych pletiv. U nekolonizovanych pletiv sa
zvysuje vel'kost’” a mnozstvo amyloplastov v bunkach a naopak, v kolonizovanych pletivach
dochadza k hydrolyze Skrobu a dediferencidcii amyloplastov na proplastidy. Uhlik je
pravdepodobne prenaSany z OMF do buniek rastliny pocas hydrolyzy Skrobu
v amyloplastoch, ¢o by mohlo znamenat’, Ze rozklad Skrobu a zvySend tvorba sachar6zy este
viac posilnuju tok uhlika z huby do orchidey (Kuga et al., 2014).

Z in vitro experimentov na terestrickych druhoch orchidei bolo dokazané, ze semena
mnohych druhov dokazu vykli¢it' za pritomnosti Specifickych druhov hub, ale aj len za
pridavku uhlikatych zlucenin, ktoré reprezentuji latky charakteristické pre hubovy

metabolizmus (Peterson a Farquhar, 1994). Ektomykorhizne huby tvoriace OMF mo6zu byt
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zarovenl v mykorhiznom vztahu so stromami, z ktorych prijimaja sachar6ézu a ukladaja ju vo
forme manitolu, trehalozy a glykogénu (Lewis a Harley, 1965). Orchidey vSak nie st schopné
spracovavat’, ani vyuzivat' exogénne polysacharidy zlozené z glukézovych podjednotiek, ako
Skrob alebo celuldza a uprednostiiuji rozpustné sacharidy (Ernst a Arditti, 1990; Ernst et al.,
1971). Nizsie v texte su rozpisané vysledky niekol’kych experimentov skiimajtcich vybrané
sacharidy a cukorné alkoholy.

Galaktoza moéze u orchidei viest k zmenam priepustnosti membran a letdlnemu
poskodeniu buniek, a to aj za nizkych koncentracii, pri ktorych za pouzitia inych sacharidov,
napriklad glukézy a fruktozy, nebolo pozorované ziadne poskodenie vnitornych Struktar
rastliny (Ernst et al., 1971). V experimentoch na protokormoch vybranych orchidei bolo
u médii s pridavkom galaktozy zistené spomalenie rastu a poskodenie embryi v ranych fazach
ich vyvoja (Ernst et al., 1971; Ponert ef al., 2021).

Hadley (1984) sktimal G¢inok znacenej '*C glukdézy v médiu na troch druhoch
intaktnych a kolonizovanych zelenych orchidei — Goodyera repens, Dactylorhiza purpurella
a Cymbidium. Znaleny izotop uhlika bol v mycéliu najdeny vo forme trehaldézy a manitolu.
Transport latok z huby do rastliny zacal az po osidleni pletiv hyfami, pricom v rastline bol
1zotop uhlika sucastou glukézy, fruktozy a sachardzy, ale najdeny bol aj v Strukture trehaldzy.
U orchidey G. repens boli pozorované rozdiely v rychlosti akumuléacie znaceného uhlika. V
kolonizovanych pletivach bolo po pridavku glukézy pozorované vycerpanie zasob Skrobu,
vd’aka comu rastlina dokéazala rychlo rast, naopak pre intaktna rastlinu bol charakteristicky
zase pomaly rast a vySSie mnozstvo uloZené¢ho Skrobu, ktory protokormy akumuluji pri
pretrvavajucej absencii mykorhizneho vzt'ahu (Purves a Hadley, 1976). U skiimanych rastlin
vedie naviazanie mykorhizneho vztahu aj k zmene rychlosti vyuzitia pridanej glukézy.
Nekolonizované protokormy D. purpurella obsahovali menej znaceného uhlika, nez
kolonizované protokormy, ¢o je pravdepodobne spdsobené zniZzenou schopnostou naviazat
rozpustné sacharidy a zapojit’ ich do metabolizmu (Hadley, 1984).

Orchidey vsak podla vysledkov niektorych experimentov uprednostiuju fruktéozu
pred glukézou (Arditti, 1967; Ernst et al., 1971), ked’ze pomer tychto dvoch monosacharidov
u orchidei kultivovanych na médiu s pridavkom sacharézy, ukazoval vyssi obsah fruktozy
v pletivach a vyssi obsah glukézy v médiu (Ernst et al., 1971). Na orchidei Oeceoclades
decaryana bol zase pri pridavku fruktézy a zmesi glukozy s fruktézou pozorovany vyznamny
rast protokormov, avSak nedosahovali takych velkosti, ako pri pridavku samotnej glukdzy, ¢i
sachardzy, ktora spomedzi vybranych sacharidov dosahovala Uplne najlepSich vysledkov

(Ponert a Lipavska, 2017). Kultivaciou hubovych vldkien na médiu so znaCenym izotopom
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1C vo fruktdze sa zistilo, ze dany izotop uhlika sa v hube objavil tiez ako manitol (Smith,
1967). Cukorné alkoholy ako manitol a sorbitol dokézu u ré6znych druhov orchidei vykazovat
Siroké spektrum uc¢inku (Ponert a Lipavska, 2017; Ponert et al., 2021). V experimentoch s
orchideou Bletia puprurea bolo pozorované, ze pridavok rdznych koncentracii manitolu
alebo sorbitolu do kultivaénych médii nevedie oproti kontrole k vyznamnému efektu na
klicenie, ¢i rast protokormov. Maly pridavok fruktézy a sachardézy dokaze v zmesi
s manitolom zvysit’ kli¢ivost’ a mdze mat’ pozitivny efekt na vyvoj protokormov a rhizoidov
tejto orchidey. Naopak, vysSie koncentracie sorbitolu sposobovali aj za vysSich koncentracii
pridanej fruktézy a sachardzy skor negativny ucinok (Johnson a Kane, 2013). Cukorné
alkoholy zrejme nepatria medzi vyznamné latky v prenose a asimilacii uhlika v OM (Smith,
1967), pretoze ako sa ukdazalo, niektoré druhy orchidei nevedia vo velkej miere vyuzivat
exogénny manitol, ani sorbitol (Ernst, 1967; Johnson a Kane, 2013; Ponert a Lipavska, 2017;
Ponert et al., 2021). To bolo okrem B. purpurea (Johnson a Kane, 2013) pozorované aj u D.
majalis (Ponert et al., 2021) alebo Ophrys iricolor (Ponert a Lipavska, 2017).

Trehaldoza je disacharid, ktory sa v hubach vyskytuje v relativne vysokych
koncentraciach (Jorge et al., 1997). S postupom evolicie sa vSak jej obsah v rastlinach
rapidne zniZil a zvySena koncentracia trehalozy v pletivich mdze byt spijand s rdéznymi
interakciami rastlin s okolim. Tento disacharid byva tieZ oznaovany ako signalny metabolit
rastlin, ¢i faktor ich ndkazlivosti patogénmi (Lunn ef al., 2014). Smithova (1967) vo svojich
experimentoch oSetrovala protokormy D. purpurella pridavkom trehaldozy so znacenym
izotopom '“C, &o ukézalo spotrebu trehalézy kvoli poklesu jej obsahu v médiu a ndrast
koncentracie sachar6zy v protokormoch. Stale nie je jasné, ¢1 orchidea prijima trehaldzu az po
jej hydrolyze v hube, alebo je schopna prijat’ neporusent trehalézu a sama ju rozstiepit’ na dve
molekuly glukézy (Leake, 1994), ked'Ze obaja mykorhizni partneri st schopni efektivne;
trehalazovej aktivity (Smith, 1967; Ponert et al., 2021). Pridavok Specifického inhibitoru
trehaldzy, Validamycinu A, do asymbiotickych kultar protokormov D. majalis s pridavkom
trehalozy zastavil ich rast, ked’ze velkost tychto protokormov bola podobna velkostiam
protokormov v kontrolnych kultirach bez pridavku rozpustnych sacharidov do média.
Validamycin A podl'a Ponerta (2021) vyrazne vplyva na utilizaciu trehalézy v protokormoch.
To bolo dokazané vysSim obsahom trehal6zy a niZzSou koncentraciou glukdzy a sachardzy
v pletivach pri pridavku inhibitora, ale vy$§im obsahom glukézy, ak inhibitor trehalazy nebol
pridany. Inhibicia trehaldazovej aktivity viedla k zastaveniu rastu protokormov, ¢o nasvedcuje
tomu, Ze jednou z vyznamne prijimanych uhlikatych latok z OM je prave trehaldéza (Smith,

1967; Ponert et al., 2021).
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Rast protokormov na médiu s rafin6zou je velmi pomaly. Rafinéza sice podporuje
vyvoj protokormov, ale velkost'ou nedosahuju takych rozmerov, ako na médiu so sachardzou
(Arditti, 1967). To mdze byt spdsobené pritomnost’ou galaktdzy v tejto Struktare (Ernst et al.,
1971), ked’ze rafindza je trisacharid zlozeny prave z galaktozy a fruktézy prepojenych
glukézou. Na rovnakom principe sa ukazali ako nevhodné aj dalSie zlozené sacharidy
obsahujuce podjednotku galaktdzy, ako napriklad laktoza, stachy6za alebo melibidza (Ernst et
al., 1971).

Ponert a Lipavskd (2017) vo svojich pokusoch na Ophrys iricolor skumali, ktoré
sacharidy by mohli byt’ vhodnym zdrojom uhlika pre kli¢iace semend orchidei. Sacharé6za je
podla nich sacharidom, ktory ma najvyraznej$i vplyv na velkost’ protokormov, pri¢om
fruktéza, glukoza a trehaldza by sa mohli zaradit’ na rovnaku Groven kvality zdroja energie,
ako sachardza (Arditti, 1967). Dalo by sa teda zhrnut, Ze vyznamnu rolu v metabolizme
orchidei hraju fruktoza a glukéza a zlozené sacharidy, ktoré obsahuju prave tieto dve cukorné
jednotky, pricom znacéne je to sachardza (Emst et al., 1971; Purves a Hadley, 1976, Avigad et
al., 1982) a trehaldza (Smith, 1967; Ernst, 1971; Ponert et al., 2021). Tieto zavery mdzu
nepriamo poukazovat’ na latky, ktoré by mohli byt do orchidei prendsané od hubového
partnera v OM. Ked'Ze pozitivne vplyvaju na rast a vyvoj protokormov a v pode sa bezne
nevyskytuji v koncentracidch, ktoré by pokryli naroky kli¢iacich orchidei, predpokladame, ze
su rastline dodavané od OMF (Smith, 1966; Ernst et al., 1971).

Ako dalsi dolezity zdroj energie pre rastlice protokormy by sa dali povaZovat
aminokyseliny hubového pdvodu (Cameron et al., 2006; Alghamdi, 2019), z ktorych je do
orchidei dod4avany uhlik a dusik (Martin a Botton, 1993; Bougoure et al., 2010; Alghamdi,
2019). To ukézal aj experiment porovnavajici niekolko anorganickych aj organickych
zli€enin, v ktorom mala najvyznamnejsi efekt na rast orchidei prave pritomnost’ glycinu so
znacenym *C a >N. Okrem toho bol pozorovany dominantny prenos uhlika nad dusikom.
Tieto vysledky by mohli viest k zdveru, ze OMF orchideam zabezpecuju primarne prisun
uhlika (Cameron et al., 2006; Alghamdi, 2019), ale Ze aminokyseliny mozu rastlinam slazit
ako dobry zdroj oboch tychto prvkov (Persson a Nédsholm, 2001).

Dostalova (2016) vo svojej diplomovej praci skumala kli¢ivost semien a rast
protokormov D. majalis a Anacamptis morio na kultivatnych médiach s pridavkom glutaminu
(100 mM) a réznych sacharidov. Zo vSetkych variantov boli najmensie protokormy namerané
pri pridavku glutaminu, ktory vyrazne negativne ovplyviioval rast oboch druhov orchidei.
Dalej bolo zistené, Ze najvacsi efekt na rast protokormov mal pridavok sacharézy a manézy,

ale protokormy oproti kontrole rastli aj na médiach s d’al§imi sacharidmi. Co sa tyka kli¢ivosti
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semien, ta bola u A. morio vo variantoch s pridavkom glutaminu vyrazne vysSia, ako u D.
majalis. Glutamin vSak pravdepodobne nie je pre orchidey dobre vyuziteny zdroj uhlika a
rozpustné sacharidy su pre rastice protokormy zrejme lepSim zdrojom energie (Dostalova,
2016; Ponert et al., 2021). Kvoli vysokej variabilite ¢el'ade Orchidaceae a Specifickosti ich
mykorhiznych partnerov vSak nemozeme generalizovat’ t¢inok jednotlivych uhlikatych latok

na vyvoj a rast protokormov u jej zastupcov (Ponert a Lipavska, 2017).

1.3.2 Dusikaté latky

Orchidey s na OMF zavislé okrem uhlika aj na prijme dusika, na ktory maja
relativne vysoké naroky kvoli rozliénym zivotnym stratégiam a sposobom vyzivy, napriklad
systém (Gebauer a Meyer, 2003). Epifytické orchidey sa adaptovali na Specifické podmienky
vyvinutim unikatnych mechanizmov, ako je velamen, na prijem zivin zo zrazok alebo trusu
zivocichov. Ked'ze zrazky, z ktorych ziskavaji najma dusik a siru, nie su v prirode pravidelné,
dusikaté latky si zabezpecujii aj cez mykorhiznu symbiozu (Biswas et al., 2021). Gebauer
a Meyer (2003) zistili, Ze listy mykoheterotrofnych orchidei, a o ¢osi menej aj autotrofnych
orchidei, obsahovali vysSie koncentracie dusika, ako iné rastliny zrovnakych lokalit bez
zavislosti na type, ¢i pritomnosti mykorhizneho vztahu. To podporuje predstavu o
konStantnom toku latok medzi OMF a rastlinou, a to aj po dosiahnuti jej dospelosti.

Najnovsie S$tadie ukazuji, Ze preferovanou formou dusika prijimaného OMF
z prostredia, ktory je do nich transportovany Specifickymi membranovymi prenaSacmi, je
I'ahko dostupny amoénny kation, na rozdiel od zlozitych zli€enin dusika alebo nitratu, a to
preto, ze vybrané druhy hub pravdepodobne neobsahuji nitratové transportéry (Novotna et
al., 2023). Toto tvrdenie podporuje aj Fochi (2017b), ktord sa domnieva, Ze preferovanym
typom prijimaného dusika je vel'mi pravdepodobne jeho organickd forma, kedZe sa
neukazalo, Ze by pozorovand OMF Tulasnella calospora bola schopnd asimilovat’ nitrat.
Naopak, bolo popisanych niekol'ko transportérov pre aminokyseliny a dva transportéry pre
amonny kation, ¢o potvrdzuje vysSie popisané zavery. Prenos amoénneho katidnu bol
potvrdeny aj experimentami so zna¢enym izotopom dusika '°N, v ktorych Cameron (2006)
pouzil zelent orchideu Goodyera repens pestovani na jednej Casti delenej Petriho misky. Po
niekol’kych ditoch pozoroval hyfy prislusnej OMF v druhej €asti Petriho misky a o par dni na
to bol zisteny aj pokles koncentracie znacené¢ho dusika v hubovych hyfach a narast dusika

v korenioch a vyhonkoch orchidey.
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Rastliny ale nemaju jednu Specificktl preferovant formu, v ktorej by dusik prijimali
aide skor ozmes zlucenin, ako organicky dusik zpddy, amoéonny kation, nitrat, ci
atmosféricky dusik (Harrison et al., 2000). Schopnost’ prijimat a metabolizovat’ dusik sa
moze 1iSit’ nielen vlastnostami média, ¢i podmienkami okolia, rozdiely mozu existovat’ aj
medzi jednotlivymi taxdénmi, ale i medzi jedincami toho istého druhu. Experiment vedeny na
médiach v kvapalnej a pevnej forme, priCom charakter zivného média zapricinoval rozdiel
v prijme latok. Napriklad u glycinu a moCoviny bol pozorovany vyssi prijem hubami, ak boli
podané v kvapalnom médiu. Nie vSetky zdroje organického dusika su ale pre huby rovnako
uzitocné, ani dobre spracovatelné, co sa ukazalo zlou schopnostou metabolizovat
aminokyseliny ako kyselina glutamova alebo glycin, a naopak ako dobre utilizovatel'né
aminokyseliny sa ukézali glutamin a arginin (Novotnd ef al., 2023).

Podobne tak pridavok glycinu do pddy, v ktorej bola pestovana rastlina Coriandrum
sativum, mal pozitivny efekt na ndarast Cerstvej hmotnosti korenov i nadzemnych Ccasti,
rovnako ako na celkova vysku rastliny. Efekt glycinu vo vyssich koncentraciach bol o nieco
vys$si ako vo variantoch s pridavkom klasického hnojiva obsahujticeho dusik, fosfor a draslik
a zéaroven bol vyrazne vyssi od kontrolnych rastlin (Mohammadipour a Souri, 2019). V inom
experimente bol na dvoch druhoch orchidei rodu Anacamptis pozorovany presun znacenych
izotopov *C a >N v pletivach, pric¢om skimany bol aj rozdiel v prijme dusika medzi
dodanymi aminokyselinami zastupujicimi organicky zdroj dusika a anorganickym
dusi¢énanom amoénnym, a to s alebo bez pridavku gluko6zy. Organické zlu€eniny posiliiovali
rast a tvorbu biomasy, ¢o bolo zistené znanym narastom koncentracie znacen¢ho izotopu
uhlika, v porovnani s pridavkom zmesi dusi¢nanu. Varianty, ktoré obsahovali anorganicky
dusik s cukrom vykazovali o Cosi lepSie vysledky, ako samotny dusi¢nan, ale pridavok
aminokyselin jednozna¢ne vykazoval najvyznamnejsi transport medzi OMF a rastlinami
(Alghamdi, 2019). Vysoké koncentracie dusika v pletivach mykoheterotrofnych a
mixotrofnych orchidei teda mo6zu byt spojené s prijmom aminokyselin, ktoré su okrem
uhlikatych latok bohaté aj na dusik (Dearnaley a Cameron, 2017; Fochi et al., 2017b;
Suetsugu et al., 2017; Lallemand et al., 2019).

Velky objav ucinili Fochi a jej tim, ked’ zdokumentovali spétny transport dusikatych
zivin z orchidey neschopnej fotosyntetizovat’ do jej OMF (Fochi ef al., 2017b), ¢im vyvratili
pochyby niektorych autorov o tom, Ze OM nie je ,pravym‘ mutualistickym vzt'ahom, a to
dokazmi o obojstrannom toku latok v OM (Fochi et al., 2017b; Cameron et al., 2006).
V dvoch studidch (Fochi et al., 2017a; Fochi et al., 2017b) boli skiimané procesy prijmu

a transportu zivin v rdmci OM a gény pre transportéry tychto Zivin a ich bunkovo Specificka
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expresia, ato vporovnani urastlin v OM vztahu a unekolonizovanych rastlin. Tento
experiment taktiezZ napoveda tomu, ze existuje unikatny sposob prenosu latok obsahujicich
dusik medzi OMF a orchideou, a to napriklad v pripade aménneho kationu cez apoplastické
rozhranie v okoli pelotonov v smere z orchidey do jej mykorhizneho partnera (Fochi et al.,
2017b).

Ako bolo popisané na zaciatku tejto kapitoly, predpokladame existenciu dvoch typov
prenosu latok medzi orchideoidne mykorhiznou hubou a orchideou — degradaciou pelotonov,
alebo cez zivé hyfy (Kuga et al., 2014). Prvy model prenosu dusika bol skiimany v
experimente Gebauera a Meyera (2003) porovnavajucom prijem zivin autotrofnymi
a mykoheterotrofnymi orchideami s referenénymi rastlinami patriacimi do inej ¢elade, nez je
Orchidaceae. Pri tomto experimente sa predpokladalo, ze referencné rastliny nemaji na
rozdiel od orchidei pristup do mycélia k pouzitému izotopicky znacenému dusiku a uhliku,
a ze mykoheterotrofné orchidey budu prijimat’ tieto prvky od OMF priamo, pretoze vo svojich
pletivach degraduju pelotony partnerskych hub. Predlozenti hypotézu vSak nedokazali overit.
Vinej §tadii vSak bola v kolonizovanych pletivich na rozhrani degradujiceho pelotonu
arastliny pozorovana zvy$end koncentracia izotopu dusika "N (Kuga et al., 2014). Okrem
toho bolo pozorované nerovnomerné umiestnenie znaceného izotopu dusika v bunkéch, a to
najviac v okoli membran a organel. Pre senescentny peloton je charakteristické zvacsenie jeho
objemu pred samotnou lyzou a je to Stddium najviac bohaté na dusik. O nieco menej dusika
obsahovali pletiva s mladymi pelotonmi a najmenej ho mali nekolonizované pletiva orchidei.
Tieto vysledky ale neznamenajt, ze dusik je do orchidey dodavany vyhradne degradéaciou
hubovych hyf (Kuga et al., 2014). Stale nie je tplne jasné, ¢1 prenos Zivin z huby do orchidey
prebieha lyzou pelotonov (Gebauer a Meyer, 2003; Cameron et al., 2006), cez neporusené
membrany OMF pomocou hyf (Dearnaley a Cameron, 2017), pripadne obomi spdsobmi

(Kuga et al., 2014).

1.3.3 Fosfor

Dalsim dblezitym prvkom pre spravny rast a vyvoj rastlin je fosfor, ktory je taktiez
poskytovany orchideam od ich hubového partnera aje hromadeny v protokormoch. Této
distribicia fosforu z OMF do rastlin bola potvrdena podobne ako u pozorovani s uhlikom
alebo dusikom, a to znacenym izotopom fosforu **P pridanym do kultivaéného média (Smith,
1967). Aj Cameron (2007) vo svojom experimente s delenymi Petriho miskami s podobnym
principom, ako vo vysSie popisanom pokuse s glycinom, potvrdil, Ze znaceny izotop fosforu

33P je transportovany OMF mycéliom do orchidey. Nevyhnutnost vztahu orchidey s OMF
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ukézal aj experiment, v ktorom bol pozorovany vyssi prijem fosforu u kolonizovanej orchidey
G. repens, nez u nekolonizovaného jedinca toho istého druhu. To bolo potvrdené pridavkom
fungicidnej latky, ktora zastavila transport fosforu z huby do rastliny a vyrazne tak ovplyvnila
koncentraciu fosforu v nej (Alexander ef al., 1984).

Co sa tyka konkrétnych foriem, v ktorych orchidey mozu prijimat’ fosfor, Novotna s
timom (2023) pri $tadiu vybranych OMF potvrdila za pouzitia dihydrogenfosfore¢nanu
sodného zvySeny prijem anorganického fosfatu pomocou Specifickych prenasacov, ktorych
funkcia uz bola popisand u hub tvoriacich iné typy mykorhiz (Tatry et al., 2009; Harrison
a Buuren, 1995). Ukazalo sa tiez, Zze orchideoidne mykorhizne huby neprijimaji nukleové
kyseliny ako zdroj organického fosforu. Naopak, jeho najviac prijimanou formou bola
kyselina fytovd (Novotna ef al., 2023), ¢o znamend, ze v hube musia byt pritomné Specialne

hydrolytické enzymy na jej spracovanie (Jarosch et al., 2019).

1.3.4 Iné latky

Orchidey, rovnako, ako iné rastliny, potrebujii pre spravny rast a vyvoj adekvatne
mnozstvo makroprvkov a mikroprvkov, pricom ich koncentracie v pletivach orchidei su,
okrem dusika a fosforu, porovnatel'né s obsahom v inych rastlinach (Biswas et al., 2021;
Barman a Naik, 2007). U orchidei taktiez prebieha recykldcia zivin aich transport zo
zasobnych organov do potrebnych casti rastliny (Biswas et al., 2021). Aj ked’ o distribucii
tychto latok zatial nevieme vela, pravdepodobne st z huby do rastliny tieZ prendSané
vitaminy a rastové faktory, ktoré mézu hrat' vyznamnu tlohu pri raste protokormov (Smith a
Read, 2008). Pretoze orchidey v ranych fazach vyvoja rasti pomalSie a trva dlhSie, kym sa
unich prejavia symptomy z nedostatku niektorého prvku, je zlozité unich identifikovat

deficit zivin (Biswas et al., 2021).
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2 Material a metody

Vsetky experimenty, ktoré boli vykonané k tejto praci, sa konali v priestoroch
Katedry experimentalnej bioldgie rastlin patriacej pod Prirodovedecku fakultu Karlovej

Univerzity v Prahe.
2.1 Kultiva¢né média

2.1.1 ZloZenie kultivaénych médii

Na vysev semien a kultivaciu protokormov bolo pouzit¢ SMS médium (Tab. 1)
podla Ponerta (2010). Zlozenie roztokov pouzitych pre pripravu SMS média je popisané
v prislusnych tabul’kach (Tab. 2 az Tab. 5).

Latka MnozZstvo na 11 roztoku
RAM3 A (Tab. 2) 20 ml

MS-B (Tab. 3) 2 ml

Fe (Tab. 4) 2ml

MS-D-2 (Tab. 5) 2 ml

Kyselina citronova

0.15 g (0.3 ml roztoku)

Aktivne uhlie 05¢g
Kazein enzymaticky hydrolyzat 2g
Agar 7g

Tab. 1: ZloZenie SMS média.

Latka MnozZstvo na 1 1 roztoku
Caz(POa4)> 2¢g
KH2PO4 2g
MgSO04-7H,0O 4g

Tab. 2: Zlozenie roztoku RAM3 A. Roztok RAM3_A bol skladovany v chladnicke.
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Latka MnoZstvo na 500 ml roztoku
KI 0.083 g

H;BO;s 0.620 g

MnSO4-H,0 1.69 g

ZnSO4-7TH>0 0.860 g

Na;MoO4-2H>O 0.025 ¢

CuSO4-5H,O 2.5 mg

CoCl2 1.3 mg

Tab. 3: Zlozenie roztoku MS-B. Roztok MS-B bol skladovany v chladnicke.

Latka Mnozstvo na 500 ml roztoku
FeSO4-7TH20 278 g
Na;EDTA-2H,0O 373 g

Tab. 4: ZloZenie roztoku Fe.

Jednotlivé zloZky roztoku Fe boli osobitne rozpustené v 200 ml destilovanej vody a
zahriate v mikrovinnej rure na asi 80 °C. Nasledne bol roztok FeSOs4-7H>O postupne
pridavany k roztoku Na;EDTA-2H>0 za staleho mieSania, a to aZ kym sa roztok nevychladil.
Kone¢nym krokom bolo doplnenie roztoku destilovanou vodou do objemu 500 ml. Roztok

bol uchovéavany v mraznicke pri teplote -20 °C.

Latka MnoZstvo na 500 ml roztoku
Kyselina nikotinova 50 mg
Pyridoxin — HC1 50 mg
Thiamin — HCl 50 mg

Tab. 5: Zlozenie roztoku MS-D-2. Roztok MS-D-2 bol skladovany v 2 ml mikroskumavkach v mraznicke pri
teplote -20 °C.

2.1.2 Priprava kultiva¢nych médii

Pri priprave kultivaénych médii bola kadicka s objemom 1 | naplnend 500 ml
destilovanej vody a za stadleho mieSania pouzitim elektromagnetickej mieSacky do nej boli
postupne priddvané zlozky SMS média (Tab. 1) okrem kazein enzymatického hydrolyzatu. Po

doliati roztoku destilovanou vodou na objem 1 1 bol obsah kadicky rovnomerne rozdeleny do
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Styroch mensich kadiciek s objemom 250 ml. Kultivaéné média pre prvy vysev boli d’alej
pripravené podl'a dizajnu prvého experimentu (Tab. 6). V pripade detailnych experimentov
(Tab. 7) bolo do kazdého roztoku pridané konkrétne mnozstvo vybranej aminokyseliny alebo
pyruvatu sodného (d’alej oznaCovany len ako pyruvat). Podl'a prislusnych tabuliek bola pri
oboch typoch experimentov do roztokov v stanovenych koncentraciach pridavana este
sachardza.

Po uprave pH kazdého roztoku na hodnotu 5.8 za pouzitia pH metra Orion 410 A+ a
I M hydroxidu sodného, pripadne 0.2 M kyseliny chlorovodikovej, bol do jednotlivych
roztokov pridany agar. Kazdy takto pripraveny roztok bol zahrievany v mikrovinnej rare do
doby, kym nebol privedeny k varu, ale dbalo sa na to, aby nevykypel. Nasledne boli roztoky
preliate do sklenenych flia§ vhodnych na autokldvovanie a uzavreté plastovym vieckom, ale
nezatiahnuté na doraz. Sterilizacia prebiehala v autoklave Tuttnauer 2540EK (121 °C, 30 min)
a po ukonceni cyklu boli fl'ase s kultivacnymi médiami presunuté do flowboxu a rovnomerne
rozliate v sterilnom prostredi do plastovych Petriho misiek s priemerom 9 cm. Petriho misky
s médiami boli do d’alSieho spracovania uchovavané v chladnicke v mikroténovom vrecku,

aby sa predislo ich kontamin4cii ¢i vyschnutiu.

2.1.3 Kultivacia
Semend boli kultivované pri teplote 23+1 °C auloZené v kartonovych Skatuliach

uzavretych tak, aby dnu neprenikalo svetlo.

2.2 Dizajn experimentov

Dizajn experimentov bol navrhnuty, aby sa dal porovnat’ vyznam vybranych latok na
metabolizmus protokormov orchidei. Medzi vybrané latky bola zaradend nielen samotna
forma aminokyselin, ale aj pyruvat a zmes volnych aminokyselin v podobe enzymatického
hydrolyzatu kazeinu. Experimenty boli pomenované ¢islami 1 az 6, pri¢om experiment ¢islo 1
obsahoval kazein enzymaticky hydrolyzat, &isla 2 az 5 vybrané aminokyseliny av

experimente Cislo 6 bol testovany pyruvat.
2.2.1 Kazein enzymaticky hydrolyzat
Pre prvy experiment bolo pouzit¢ SMS médium (Tab. 1) pripravené v Styroch

variantoch, a to: kontrola oznacena kodom SMS-0, SMS médium bez pridavku kazeinu, ale
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s pridavkom

sachardzy

(SMS-S), SMS médium

s kazein  hydrolyzatom,

ktory

zastupoval zmes aminokyselin (SMS-A) a médium s pridavkom sachar6zy aj hydrolyzatu

kazeinu, ktoré bolo pomenované SMS-SA (Tab. 6).

Oznacenie média

Obsah enzymatického
hydrolyzatu kazein [g/1]

Obsah sacharozy [g/1]

SMS-0 0 0
SMS-S 0 17.12
SMS-A 2 0
SMS-SA 2 17.12

Tab. 6: Dizajn experimentu 1. SMS médium bolo pripravené podla Tab. 1.

Vzhl'adom k ne¢akanym vysledkom na variantoch s pridavkom samotnej sachardzy
a samotné¢ho hydrolyzatu kazeinu bol prevedeny kontrolny test, aby sa zistilo, ¢i Petriho
misky s kultivaénymi médiami a prisluSné Stitky, ktorymi boli misky oznacené, neboli
omylom zamenené. Kontrolou bolo premeranie obsahu sachardézy v médiu pomocou HPLC
nasledovnym postupom. Najskor bolo k 0,5 g kultivaéného média pridanych 0,5 ml ultracistej
Milli Q vody a zmes bola dokladne premieSana na vibracnej trepacke. Roztok bol po dobu 1
hodiny uchovavany pri 4 °C a po uplynuti tejto doby prefiltrovany cez jednorazovy filter
s velkostou pérov 0.22 um. Dalej prebiehala analyza pomocou HPLC podla postupu
uvedeného v kapitole 2.5.3. Ukdzalo sa, Ze Petriho misky s médiami boli oznafené spravne
anaozaj mala samotnd sachar6za na velkost protokormov slabsi efekt, neZ enzymaticky

hydrolyzat kazeinu.

2.2.2 Detailné experimenty pre vybrané latky

Pre druhy az Siesty experiment bol pouzity d’alej popisany dizajn. Podobne ako pri
prvom experimente, aj prinasledujucich piatich experimentoch boli wurcité varianty
kultiva¢ného média obohatené o sachar6zu. Okrem sachardzy vSak boli do médii pridavané aj
iné vybrané latky, a to v koncentraciach (Tab. 7), ktoré boli zvolené na zaklade
predchadzajicich experimentov timu (Ponert et al., 2021; Dostdlova, 2016). Kedze
pridavanymi zlozkami do jednotlivych kultivaénych médii boli $tyri vybrané aminokyseliny

a pyruvat, vSetky varianty SMS média boli pripravované bez kazein enzymatického
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hydrolyzatu. Pre experimenty 2 az 5 boli v rovnakom c¢iselnom poradi zvolené kyselina

glutdmova, glycin, alanin a kyselina asparagova.

Cislo variantu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11

Aminokyselina/pyruvat | 0 0.1 |1 10 |0 0 0 0 0.1 |1 10

Sacharodza 0 0 0 0 0.1 |1 10 |30 |10 |10 |10

Tab. 7: Dizajn experimentov 2 az 5. Koncentrdcie vybranych latok a sacharozy v médiu [mM] v jednotlivych

variantoch.

2.3 Vysev semien

2.3.1 Povod a skladovanie semien

Vo vsetkych experimentoch boli pouzité semena dospelych rastlin orchidey
Dactylorhiza majalis pestovanych vo vol'nej pdde v Botanickej zahrady hlavného mesta Praha
(povodom z lokality Radlo u Jablonce). Semené boli pomocou pinzety ocistené od suchych
rastlinnych zvyskov a inych necistot a boli uchovavané v papierovych vrectskach v tme av

suchu pri izbovej teplote. Pri vysevoch boli pouzité semena nie starSie ako rok od zberu.

2.3.2 Sterilizacia a vysev semien

Pred samotnym vysevom semien na kultivacné médium boli semena sterilizované
nasledujicim sposobom (Ponert ef al., 2011). Ako prvy bol zmiesanim 30 g chlérového vapna
a 150 ml destilovanej vody pripraveny roztok, ktory bol po 1 hodine prefiltrovany do istej
kadicky. Do tohto roztoku boli nasledne pridané 1 aZ 2 kvapky zmacadla TWEEN 20 a od
tejto doby bol roztok prekryty alobalom a spotrebovany ¢o najskor. Medzitym bolo
pripravenych niekol’ko kusov sejuceho aparatu, ktory pozostaval z injekénej striekacky
s objemom 5 ml aihly s rozmermi 1.2x40 mm, medzi ktoré bol vlozeny Stvorec jemnej
nylonovej sietoviny s vel'kostou strany asi 1 cm. Do pripravenych striekaciek boli pomocou
pinzety vloZené semena a striekacky boli nasledne uzavreté piestom. Samotna sterilizacia bola
zloZena z dvoch casti, priCom najskor boli semend oSetrené 70 % etanolom po dobu 4 minut,
potom trikrdt premyté destilovanou vodou. Po S§tvrtom a zaroven poslednom opakovani
nebola voda odstranend, ale bola ponechana v striekacke az do d’alSieho kroku sterilizacie. Od
tohto bodu boli vSetky dalSie Cinnosti vykondvané v sterilnom prostredi vo flowboxe,

pocinajuc 10-minutovym podsobenim roztoku chlorového vapna. Sterilizacia chlérovym
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vapnom prebiehala tak, Ze po 2 minttach sa roztok chlorového vapna zo striekacky odstranil
a okamzite bol nasaty Cerstvy roztok. Rovnako ako po oSetreni etanolom, aj po posobeni
roztoku chlorového véapna boli striekacky trikrat vymyté, tentokrat ale sterilnou vodou
umiestnenou v malej Erlenmeyerovej banke prekrytej alobalom, ktora vopred presla
sterilizaénym cyklom v autokldve. Po kazdom nabrani alkoholu a chlérového vapna a pri
kazdom opakovani ich vymyvania boli striekacky jemne pretrepané a bol do nich nasaty maly
obsah vzduchu, aby sa semena nezachycovali v Usti striekacky. Po dokonceni tychto krokov
boli ihly anylonové sietky zo striekaciek opatrne odstranené a nahradené SirSimi ihlami
s priemerom 1.8 mm, pomocou ktorych bola suspenzia semien v sterilnej vode prenesena na
Petriho misky s médiami. Po vyseve boli Petriho misky zafixované parafilmom a ulozené

v karténovych Skatuliach do kultiva¢nej miestnosti.

2.4 Zber a analyza dat

2.4.1 Fotodokumentacia

Priblizne po 4 mesiacoch od vysevu boli protokormy zdokumentované pomocou
fotoaparatu Canon 760D umiestnenom na stative, aby sa po celt dobu udrzala rovnaka
vzdialenost medzi objektivom a fotografovanymi protokormami. Pre lepsi kontrast a
presnejsSiu obrazovu analyzu boli Petriho misky ukladané na ¢ierny podklad a osvetlené LED
ziarovkami. Rastlinny material bol po zdokumentovani fotoapardtom spracovany pre d’alSie

analyzy popisané niZSie.

2.4.2 Obrazova analyza

Velkost” vyklicenych semien a protokormov bola zmerand z vyfotografovanych
Petriho misiek v programe Image] (verzia 1.53t) funkciou rovnad ciara. Mierka bola
kalibrovana podl'a pravitka, ktoré bolo priebezne dokumentované fotoapardtom pri
fotografovani misiek. Z kazdej fotografie bolo zmeranych maximdlne 50 hodnoét, ktoré
odpovedali maximéalnemu priemeru meranych objektov a tieto hodnoty boli zapisované do

textového dokumentu.
2.4.3 Statisticka analyza

Statisticka analyza bola vykonana v programe R verzie 4.2.2 (R Core Team 2022),

pricom pre hodnotenie rozdielov medzi variantmi vo velkosti protokormov bol pouzity test
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ANOVA pre prvy experiment a hierarchicka ANOVA pre druhy az Siesty experiment. Dalej
bol pri experimentoch dva az Sest skumajucich velkost protokormov porovndvany efekt
sachar6zy a vybranych aminokyselin alebo pyruvatu a ich interakcie pomocou dvojfaktorovej
ANOVA metody. Parové kombindcie jednotlivych variantov u vSetkych typov experimentov
boli vyhodnotené pomocou TukeyHSD testu. Vo vSetkych testoch bola pouzitd hladina

vyznamnosti a = 0.05.

2.4.4 Zber rastlinného materialu

Na uskladnenie nazbieraného rastlinného materidlu boli pouzité mikroskimavky
typu Eppendorf, ktorych hmotnost’ bola vopred zmerana na analytickej vahe a zaznamenana.
Viecka mikroskiimaviek bolo potrebné pred pouzitim prepichnut’, a to kvoli tomu, aby pri
d’alSom uskladneni a spracovani, ako je zmrazenie a lyofilizdcia, mohlo ddjst’ k vymene
plynov. Na samotny zber vyklicenych semien a protokormov bola pouzita pinzeta so
zahnutym koncom, aby bol rastlinny material presunuty z Petriho misiek do predom
oznacenych mikroskiimaviek bez nadbyto¢ného zasahu do kultivaéného média. Z kazdého
variantu boli pripravené 3 az 4 mikroskiimavky s cerstvou hmotnostou vzdy aspont 10 mg,
pricom vzorky boli tvorené z jednej az piatich Petritho misiek. Medzi kazdou pripravovanou
mikroskimavkou bola pinzeta oCistena buniCitou vatou. Okamzite po zvaZeni a zaznamenani
hmotnosti boli vzorky vloZené do tekutého dusika a do d’alSieho spracovania boli uskladnené

v mraznicke pri teplote —75 °C.

2.5 Analyza obsahu sacharidov v rastlinnom materiali

2.5.1 Extrakcia rozpustnych sacharidov

Prvym krokom extrakcie rozpustnych sacharidov zo vzoriek bolo vysuSenie
zmrazenych mikroskiimaviek pomocou lyofilizatora Lyovac GT2, ktory bol zapnuty podla
navodu na pouzitie na program suSenie a mrazenie 30 minut pred samotnou lyofilizdciou
vzoriek. Po asi 17-20 hodinach suSenia mikroskiimaviek vo vakuu vnutri lyofilizatora boli
vzorky zvaZené na analytickych védhach ana zdklade toho bola vypocitana ich sucha
hmotnost’. Do kazdej mikroskiimavky bol pridany 80 % metanol v objeme 0.5 ml a nasledne
sa vzorky temperovali 15 miniit vo vopred predhriatom termobloku pri teplote 75 °C. Dalsim
krokom bolo odparenie metanolu vo vakuovom koncentratore SpeedVac pri programe na

alkoholy (V-AL, 45 °C) po dobu 3 hodin. Nasledne bolo do jednotlivych mikroskiimaviek
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pridané prislusné mnozstvo ultracistej vody Milli Q podl'a hmotnosti suchych vzoriek (Tab.
8), ktora bola zistend po dokonceni cyklu v lyofilizatore. Mikroskimavky boli po pridani
vody vlozené na 15 minut do ultrazvukového kupel’a, pricom aby nevyplédvali, ani neklesli na
dno, boli upevnené v plastovej mriezke. Po tomto cykle boli vzorky presunuté do centrifigy
Eppendorf 5415 D zapnutej na ¢as 10 minat a na maximalny vykon (RCF = 16 110xg).
Mikrosktimavky boli do centrifugy vkladané rovnakym spdsobom, jednak kvoli lepsej
stabilite, ale aj preto, aby bolo hned’ zjavné, na ktorej strane mikroskiimavky sa usadili pelety.

Poslednym krokom bola filtracia supernatantu s obsahom rozpustnych sacharidov
pomocou jednorazovych filtrov s velkostou pdérov 0.22 pum alebo 0.45 pum a injekcnej
strickaCky. Supernatant bol nasaty pomocou striekacky tak, aby sa neporusila peleta, a to
prilozenim Sikmej strany ihly na protil'ahlii stenu mikroskimavky. Po nabrati maximalneho
mozného mnozstva tekutiny sa do injek¢nej striekacky nasal eSte maly objem vzduchu, ihla
bola vymenena za filter a obsah striekacky bol prefiltrovany do mensej Cistej popisanej
mikroskiimavky, tentokrat uz bez dier vo viecku. Medzi kazdou filtrovanou vzorkou bol
pouzity novy filter a injekéna striekacka bola vzdy 3-krat premyta ultracistou vodou a po
treom premyti asi 5-krat natiahnutd a stlacend naprazdno, aby sa odstranili zvySky vody pred
pracou s d’alSou mikroskimavkou. Vzorky pripravené na analyzu rozpustnych sacharidov
pomocou HPLC boli ulozené do mraznicky s teplotou —20 °C v oznafenom stojane na
skimavky. Pdvodné mikroskiimavky s peletami boli uchovavané pri teplote —75 °C do

d’alSieho spracovania — extrakcie a analyzy Skrobu.

Sucha hmotnost’ vzorky Objem pridanej ultradistej vody Milli Q
<1 mg 0.2 ml
1 az5mg 0.3 ml
5az 10 mg 0.5 ml

Tab. 8: Pridavok demineralizovanej vody pre analyzu rozpustnych sacharidov.

2.5.2 Extrakcia Skrobu

Prvym krokom pripravy vzoriek na analyzu Skrobu bolo premytie peliet v poradi
ukonov popisanych d’alej v texte. Do pévodnych mikroskiimaviek s prepichnutymi vieckami,
ktoré boli po extrakcii rozpustnych sacharidov skladované v mraznicke, bol pridany 1 ml
ultracistej vody Milli Q a obsah bol dokladne premiesany na vibracnej trepacke. Po dobu 15
minut na vzorky pdsobil najskor ultrazvukovy kupel’, po ktorom nasledovala 15-minatova

centrifugacia na maximalny vykon (RCF = 16 110xg). Mikroskimavky boli do centrifigy
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ukladané rovnakym sposobom, ako pri extrakcii rozpustnych sacharidov arovnako sa aj
pomocou injekcnej striekacky a ihly z mikroskimaviek vysal supernatant. Supernatant ale
zatial' obsahoval len odpadové latky, ktoré boli vymyvané z pelety obsahujucej skrob, preto
nebolo nutné medzi jednotlivymi vzorkami menit’ ihlu, ani preplachovat’ injek¢nu striekacku.
Po tomto kroku sa do mikroskimavky pridal znova 1 ml ultracistej vody a cely postup
premyvania sa opakoval celkovo 4-krat. Po premyti peliet sa do kazdej mikroskimavky
pridalo 0.5 ml Na-acetatového pufra o koncentracii 0.1 M (Tab. 9) avzorky vlozené
do stojanu na skiamavky boli sterilizované jeden cyklus v autoklave Tuttnauer 2540EK (121

°C, 30 min).

Roztok A 0.2 M CH3COOH
Roztok B 0.2 M HCI1

Tab. 9: Zlozenie Na-acetatovéeho pufra. Roztok B bol po kvapkdch pridavany do roztoku A do dosiahnutia pH 4.5

a nasledne bol uchovavany v chladnicke.

Po vychladnuti mikroskimaviek sa ku kazdej vzorke pridalo 100 pl enzymatického
roztoku (Tab. 10) anésledne boli vzorky do dalSieho dna uloZené v termobloku vopred
zahriatom na 40 °C. Po asi 12-18 hodinach temperovania prebehla inaktivacia enzymov
trvajica 5 minut zahriatim v termobloku na 95 °C apotom boli vzorky presunuté do
vakuového koncentratora SpeedVac a zapnuté na program na odparovanie vody (V-AQ, 60
°C, 3 h). Po ukonceni cyklu sa do kaZzdej mikroskiimavky s €istou hmotnostou suchych
protokormov pod 5 mg pridalo 0.2 ml ultracistej vody Milli Q, alebo 0.3 ml, ak Ccista
hmotnost’ protokormov po lyofilizacii prekrocila vahu 5 mg. Mikroskiimavky boli po dobu 15
minut ulozené do ultrazvukového kupel’a a nasledne boli 10 minut centrifugované na rovnaky

program ako vzorky, z ktorych boli extrahované rozpustné sacharidy.

Latka MnoZstvo v roztoku
a-amyléaza (Sigma-Aldrich) 30 mg
Amyloglukozidaza (Sigma-Aldrich) 30 mg

Na-acetatovy pufer (Tab. 9) 3 ml

Tab. 10: Zlozenie enzymatického roztoku na Stiepenie skrobu. Roztok bol pripraveny vzdy cerstvy zmiesanim

Jednotlivych zloziek a ich premiesanim pomocou vibracnej trepacky.
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Nakoniec bol supernatant s obsahom Skrobu opatrne nasaty pomocou ihly
a striekacky tym istym sposobom, ako bolo popisané pri priprave vzoriek s rozpustnymi
sacharidmi arovnakym postupom bol tiez prefiltrovany pomocou jednorazovych
membranovych filtrov s pormi o velkosti 0.22 um alebo 0.45 um do novych oznacenych
mikroskiimaviek bez dier vo vie¢kach. Vzorky boli ulozené v mraznicke pri teplote —20 °C do

spracovania v HPLC.

2.5.3 HPLC

Analyza obsahu sacharidov v rastlinnom materiali prebehla pomocou vysokoucinne;j
kvapalinovej chromatografie (HPLC, odvodené z anglického nazvu High-Performance Liquid
Chromatography) s refraktometrickou detekciou. Parametre systému su: refraktometricka
detekcia (Shodex RI-101), pumpa DeltaChrom™ SDS 030 (Watrex), teplota 80 °C, integracia
v programe Clarity (verzia 7.2.0.73), predkolénka — polymér IEX 8 um Pb*" (Watrex), kolona
250x8 mm (Watrex) — polymér IEX 8 pm Pb?* (pre rozpustné sacharidy aj pre $krob), eluent
— ultradistd demineralizovana voda (MilliQ), rychlost’ prietoku 0.5 ml/min, objem

vpichovanej vzorky 50 pl.
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3 Vysledky

3.1 Efekt vybranych latok na vel’kost’ protokormov

3.1.1 Kazein enzymaticky hydrolyzat

Rozdiely medzi jednotlivymi variantmi boli Statisticky preukazné metddou ANOVA
(Fp3.1360) = 421.3, o = <2x107'%). Varianty si pomenované podl'a zloZenia kultivaéného média,
ako je uvedené v Tab. 6.

Pridavok sachar6zy do SMS média obsahujiceho kazein enzymaticky hydrolyzat
(kultivaéné médium SMS-SA) mé znacne pozitivny G¢inok na velkost' protokormov D.
majalis (Graf 1). Aj zdkladné SMS médium pripravené podla Tab. 1 (SMS-A), podnecovalo
rast protokormov, ale vysledky nedosahuju az na troven SMS-SA média. Kontrolné médium
(SMS-0), teda SMS médium bez kazein enzymatického hydrolyzatu, malo na velkost’

protokormov porovnatel'ny tc¢inok, ako SMS médium s pridavkom sacharozy (SMS-S).
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Graf 1: Maximalna velkost protokormov — experiment 1. Maximalna velkost protokormov D. majalis na
médiach s obsahom kazein hydrolyzatu a sacharozy (vid' Tab. 6). Odlisné pismena znacia Statisticky preukazny

rozdiel medzi variantmi podla TukeyHSD testu.
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3.1.2 Kyselina glutamova

Rozdiely medzi variantmi vo velkosti protokormov boli Statisticky preukazné
(hierarchicki ANOVA: F = 4535, d.f. = 10,11, o = 1.73x107). Dvojfaktorova metoda
ANOVA, ktora porovnavala efekt sachar6zy a kyseliny glutdimovej, ukazala silny efekt oboch
faktorov (sacharéza: a = <2x107'%; kyselina glutdmova: a = <2x10719),

Z grafu (Graf 2) je zrejmy vyrazne pozitivny ucinok kyseliny glutdmovej na velkost’
protokormov D. majalis s jej zvySujucou sa koncentraciou v kultivatnom médiu. Podobne je
to tak aj v kombinacii 10 mM sacharozy a zvySujucej sa koncentracie kyseliny glutamove;,
priCom variant s koncentraciou 10 mM danej aminokyseliny a 10 mM sacharidu podporuje
rast protokormov najviac. Varianty obsahujice len sachar6zu vykazuji medzi sebou vyrazne
mensie rozdiely. U variantov s rasticou koncentraciou sacharézy mdézeme pozorovat maly

narast vel'kosti protokormov, avSak koncentracia sachar6zy 30 mM uz bola suboptimalna.
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Graf 2: Maximdlna velkost protokormov — experiment 2. Maximalna velkost protokormov D. majalis na
médiach s roznym obsahom kyseliny glutamovej a sacharozy. Odlisné pismend znacia Statisticky preukazny

rozdiel medzi variantmi podla TukeyHSD testu.
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3.1.3 Glycin

Bol dokédzany Statisticky preukazny rozdiel medzi variantmi vo velkosti
protokormov (hierarchickh ANOVA: F = 12.62, d.f = 10,11, a = 1.16x10™%). Dvojfaktorova
metoda ANOVA porovnavajuca efekt sachardzy a glycinu ukézala silny efekt oboch faktorov
(sacharéza: o = <2x107'%; glycin: a = <2x107'%).

Najvyssie hodnoty vo velkosti protokormov D. majalis (Graf 3) dosahovalo médium
s obsahom 10 mM sachardzy a 0.1 mM glycinu. So zvysSujicou sa koncentraciou glycinu v
kultivatnom médiu s pridavkom 10 mM sacharézy sa velkost protokormov znizovala.
Naopak rézne koncentracie samotného glycinu sa medzi sebou vyrazne nelisili a nemali na
rast protokormov preukazny vplyv. Je vSak zrejmé, ze koncentracie glycinu presahujice 0.1
mM rast protokormov mierne znizovali. Variant so samotnou sachar6zou pri koncentracii 0.1
mM dosahoval podobnych vysledkov, ako varianty so samotnym glycinom. Pri zvys$nych
troch variantoch so zvysenou koncentraciou samotnej sachardzy sa vel'kosti protokormov
o Cosi zvysili. Je teda zjavné, Ze pri nizkej koncentracii glycinu (0.1 mM) viedol pridavok 10
mM sachardzy k zlepSeniu rastu, ale pri vysSej koncentracii glycinu (10 mM) uz pridavok

sachar6zy nemal Ziaden vplyv.
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Graf 3: Maximalna velkost protokormov — experiment 3. Maximalna velkost protokormov D. majalis na
médiach s roznym obsahom glycinu a sacharozy. Odlisné pismend znacia Statisticky preukazny rozdiel medzi

variantmi podla TukeyHSD testu.
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3.1.4 Alanin

Rozdiely medzi variantmi vo velkosti protokormov boli Statisticky preukazné
(hierarchickda ANOVA: F = 16.99, d.f. = 10,11, a = 2.72x10-5). Taktiez bol ukazany silny
efekt sacharozy a alaninu (sacharoza: a = <2x10-16; alanin: o = <2x10-16), a to metodou
dvojfaktorovda ANOVA, ktora porovnavala efekt oboch faktorov.

Vyznamny vplyv na rast protokormov D. majalis (Graf 4) vykazovali varianty o
zmesi 10 mM sacharozy a alaninu, pri¢om pri koncentraciach alaninu 1 a 10 mM dosahovali
protokormy najvacsich velkosti. Kultivacné média s pridavkom samotnej sachar6zy mali na
vel'kost’ protokormov vyrazne slabsi vplyv. Jej vysSie koncentracie 10 a 30 mM rast
protokormov  zlepsili, ale stdle nedosahovali takych velkosti, ako na variantoch
kombinujtcich sachardzu s alaninom. Semena vysiate na varianty obsahujlce iba alanin mali
podobny efekt, ako slabSie koncentréacie sachardzy, a teda vel’kosti protokormov boli podobné
kontrolnému médiu bez sachardzy aj bez alaninu. Vysokym obsahom aminokyseliny v médiu

(alanin 10 mM, sachar6éza 0 mM) vplyv na rast protokormov este viac klesol.
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Graf 4: Maximalna velkost protokormov — experiment 4. Maximalna velkost protokormov D. majalis na
médiach s roznym obsahom alaninu a sacharozy. Odlisné pismena znacia Statisticky preukazny rozdiel medzi

variantmi podla TukeyHSD testu.
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3.1.5 Kyselina asparagova

Boli dokézané Statisticky preukazné rozdiely medzi variantmi vo velkosti
protokormov (hierarchickd ANOVA: F = 66.72, d.f. = 10,11, a = 2.22x10®). Dvojfaktorova
metoda ANOVA, ktora porovnavala efekt sachardzy a kyseliny asparagovej, ukazala silny
efekt obidvoch faktorov (sachardza: a = <2x10°'%; kyselina asparagova: a = <2x107'¢).

Z grafu (Graf 5) je vidiet vyznamny efekt variantov obsahujucich zmes 10 mM
sachardzy a troch zvolenych koncentracii kyseliny asparagovej, priCom vyrazne pozitivny
efekt na velkosti protokormov D. majalis dosahovala kombinacia najvyssej testovanej
koncentracie kyseliny aspardgovej (10 mM) a 10 mM sacharézy. So zniZujucou sa
koncentraciou kyseliny asparagovej v kultivacnych médiach obsahujucich 10 mM sacharozy,
sa znizovala aj velkost’ protokormov, pricom podobny trend platil aj pri samej aminokyseline
pridanej do SMS média — na najvysSej testovanej koncentracii kyseliny aspardgovej boli
protokormy vicsie nez na jeho nizsich koncentraciach. Samotnéd sachar6za v médiu taktiez

mierne zvySovala vel'kost’ protokormov.
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Graf 5: Maximalna velkost protokormov — experiment 5. Maximalna velkost protokormov D. majalis na
médiach s roznym obsahom kyseliny asparagovej a sacharozy. Odlisné pismend znacia Statisticky preukazny

rozdiel medzi variantmi podl'a TukeyHSD testu.
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3.1.6 Pyruvat

Rozdiely medzi variantmi vo velkosti protokormov boli Statisticky preukazné
(hierarchickdi ANOVA: F = 31.42, d.f. = 10,11, a = 1.19x10"'%). Bol ukdzany aj silny efekt
sacharozy apyruvatu (sacharéza: o = <2x107'% pyruvat: a = <2x107'%) metddou
dvojfaktorovda ANOVA, ktora porovnavala efekt oboch faktorov.

Z grafu (Graf 6) je mozné pozorovat’ rastlci efekt pridavku samotného pyruvétu na
vel'kost’ protokormov D. majalis s jeho zvySujicou sa koncentraciou v kultivacnom médiu.
Koncentracie 1 a 10 mM samotného pyruvatu v médiu dosahuju podobného tcinku. Podobny
trend je viditeI'ny aj u variantov s rasticou koncentraciou samotnej sachar6zy, kde sa velkost’
protokormov zvac¢Sovala so zvySujicou sa koncentraciou sachardzy. Pridanie nizsich
koncentracii pyruvatu (0.1 al mM) k10 mM sachardéze neviedlo k zlepSeniu rastu
protokormov. Pri vyS$Sej koncentracii pyruvatu (10 mM) pridanej ku rovnakej koncentracii

sacharozy vsak vyrastli najvacsie protokormy.
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Graf 6: Maximdlna velkost protokormov — experiment 6. Maximalna velkost protokormov D. majalis na
médiach s roznym obsahom pyruvatu a sacharozy. Odlisné pismena znacia Statisticky preukazny rozdiel medzi

variantmi podla TukeyHSD testu.
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3.2 Extrakcia rozpustnych sacharidov

V tejto podkapitole si zhrnuté data ziskané pomocou vysokoucinnej kvapalinove;j
chromatografie (HPLC), pri¢om vysledky su rozdelené na obsah rozpustnych sacharidov —
sachardzy, glukozy, fruktozy ana obsah $krobu. Dalej v texte sa zaoberam len kyselinou
glutamovou, glycinom a alaninom, ked’ze vzorky z experimentov obsahujucich kyselinu
asparagovu a pyruvat boli pri uskladneni omylom znicené a z casovych dévodov nebolo
mozné pripravit nové vzorky. V tabulke nizSie (Tab. 11) st uvedené pocty vzoriek

jednotlivych variantov experimentov, z ktorych boli extrahované rozpustné sacharidy a Skrob.

Koncentracia v médiu [mM] Pocet spracovanych vzoriek
Sacharoza Aminokyselina Kyselina Glycin Alanin
glutamova

0 0 3 3 3
0 0.1 2 3 3
0 1 4 2 3
0 10 5 2 2
0.1 0 3 3 4
1 0 3 3 3
10 0 3 3 2
30 0 3 3 3
10 0.1 4 4 3
10 1 5 4 4
10 10 8 2 4

Tab. 11: Pocet spracovanych vzoriek u jednotlivych variantov. Varianty, ktoré obsahovali menej ako 3 vzorky,

neboli zahrnuté do statistickej analyzy.

3.2.1 Kyselina glutamova

Rozdiely medzi variantmi boli Statisticky preukazné len v obsahu fruktozy, napriek
tomu su pozorovatelné zaujimavé trendy (Tab. 12). Z grafu (Graf 7A) je zrejmé rastlice
mnozstvo rozpustnych sacharidov v protokormoch D. majalis so zvySujicou sa koncentraciou
inicidlne pridanej sachar6ézy do kultivaéného média. U variantov obsahujicich 10 mM

sacharozu akyselinu glutdmovli sa mnoZstvo rozpustnych sacharidov zmenSovalo so
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zvySujucou sa koncentraciou aminokyseliny. Najvyraznej$i bol obsah rozpustnych sacharidov
u variantu 1 mM kyseliny glutdmovej bez pridavku sachar6zy, kde vSak bola namerand aj
najvicsia variabilita. Vyrazna hodnota rozpustnych sacharidov a prislusSna namerand chyba
u tohto variantu su vSak pravdepodobne spdsobené chybou merania.

sachar6ozy. Rozpustné sacharidy protokormov rasticich na kontrolnom médiu a na médiu
s nizkou koncentraciou kyseliny glutamovej (0.1 mM) bez sachar6zy dosahovali podobnych
hodnoét. Protokormy tychto variantov obsahovali mensie mnozZstva rozpustnych sacharidov,

ako protokormy rastuce na zmesi sacharézy a aminokyseliny.

Koncentracia v médiu
Obsah rozpustnych sacharidov [ng/mg susiny]
[mM]
Rozpustné
Kyselina
Sacharéza Sacharéza Glukodza Fruktoza sacharidy
glutamova
celkom

0 0 72.10£13.16 14.19+£5.10 1.65+2.85%® 87.93+15.82
0 0.1 80.86+6.56 10.68+1.21 0 91.53
0 1 204.28+225.87 |30.06£33.42 [19.26+£20.71* |253.60+£279.34
0 10 52.3845.87 11.71+1.64 0 64.09+5.73
0.1 0 87.46+6.03 9.58+2.24 0.91+1.57° 97.94+6.42
1 0 89.55+10.07 9.31+0.81 2.49+4.31%® 101.35+8.41
10 0 121.93£11.20 | 12.23+0.52 4.66+3.35%® 138.82+8.50
30 0 149.54£12.89 | 12.07+0.68 9.20+4.38% 170.80£15.99
10 0.1 124.67+£13.81 | 12.55+0.89 10.73+3.39%° | 147.94+13.92
10 1 101.64+7.19 16.37+1.79 9.61+2.63% 127.62+9.91
10 10 81.89+9.78 13.95+1.24 6.10+£2.03% 101.94+11.45

p-hodnota (ANOVA) 1.93x10-! 3.49x10! 1.3x102 2.01x10!

Tab. 12: Obsah rozpustnych sacharidov — experiment 2. Priemerny obsah rozpustnych sacharidov (ug/mg
susiny) v protokormoch D. majalis na médidach s roznymi koncentraciami sacharozy a kyseliny glutamovej a ich
prislusné smerodajné odchylky. Odlisné pismena uvedené v hornom indexe znacia Statisticky preukazny rozdiel
medzi variantmi podla TukeyHSD testu. Varianty, ktoré obsahovali menej ako 3 vzorky, neboli zahrnuté do

Statistickej analyzy (Tab. 11).
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Graf 7: Extrakcia rozpustnych sacharidov — experiment 2. Mnozstvo rozpustnych sacharidov [ug/mg susSiny]
(Graf'74) a proporcia sacharidového spektra [%] (Graf 7B) v D. majalis na médiach s roznym obsahom kys.
glutamovej a sacharozy. V grafe su zndzornené priemerné hodnoty hmotnosti. Chybové usecky v grafe 74
znazornuju smerodajnu odchylku celkového mnoZstva rozpustnych sacharidov, pricom varianty, ktoré obsahovali
menej ako 3 vzorky, neboli zahrnuté do statistickej analyzy (Tab. 11). Detailné hodnoty obsahu rozpustnych

sacharidov su popisané v Tab. 12.
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3.2.2 Glycin

Rozdiely medzi variantmi boli Statisticky preukazné medzi sacharézou a celkovym
obsahom rozpustnych sacharidov, z grafu (Graf 8A) st vSak pozorovatel'né rozdiely medzi
datami (Tab. 13). Mnozstvo rozpustnych sacharidov v protokormoch D. majalis nebolo vo
variantoch s pridavkom samotného glycinu vysoké, dokonca Ziaden ztychto variantov
nedosahoval vysSich hodnot, ako kontrola. S rastiicou koncentraciou glycinu v médiu obsah
rozpustnych sacharidov v protokormoch klesal, no pri 10 mM glycinu mnozstvo sacharidov
mierne stiplo. Pri variantoch zmesi 10 mM sacharozy a glycinu pozorujeme u rovnakych

koncentrécii aminokyseliny podobny trend, ako u variantov so samotnou aminokyselinou.

Koncentracia
v médiu [mM] Obsah rozpustnych sacharidov [pg/mg suSiny]
Rozpustné
Sacharoéza | Glycin Sachardza Glukodza Fruktoza sacharidy
celkom
0 0 56.73+8.82° | 11.32+2.07 0 68.05+9.70°
0 0.1 45.09+7.94%  9.05£1.10 0.42+0.73 54.56+9.64°
0 1 31.74+9.92% | 10.49+1.15 0 42.23b
0 10 52.47£9.26° | 14.79+1.63 0 67.26"
0.1 0 52.74+£11.17° | 10.19+4.65 0 62.93+15.77°
1 0 58.73+8.16° | 13.57+4.03 1.15+1.99 73.45+11.88°
10 0 188.57+83.93% |25.03+9.34 9.28+0.97 222.88+93.28°
30 0 147.75+51.68% [32.06+36.01  |36.37+47.42 |216.18+36.13°
10 0.1 110.90£26.51% | 14.70+3.42 6.31+2.65 131.90:£30.90
10 1 76.67£10.45° | 10.67+0.93 1.95£0.75 89.29+12.08"
10 10 85.34+£11.23% |12.01+8.83 0 97.35°
p-hodnota (ANOVA) |  3.84x10* 4.64x107! 2.05x10! 1.79x105

Tab. 13: Obsah rozpustnych sacharidov — experiment 3. Priemerny obsah rozpustnych sacharidov (ug/mg
susiny) v protokormoch D. majalis na médiach s roznymi koncentraciami sacharozy a glycinu a ich prislusné
smerodajné odchylky. Odlisné pismend uvedené v hornom indexe znacia Statisticky preukazny rozdiel medzi
variantmi podla TukeyHSD testu. Varianty, ktoré obsahovali menej ako 3 vzorky, neboli zahrnuté do Statistickej

analyzy (Tab. 11).
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Graf 8: Extrakcia rozpustnych sacharidov — experiment 3. Mnozstvo rozpustnych sacharidov [ug/mg susSiny]
(Graf 84) a proporcia sacharidového spektra [%] (Graf 8B) v protokormoch D. majalis na médidach s réznym
obsahom glycinu a sacharozy. V grafe su zndzornené priemerné hodnoty hmotnosti. Chybové usecky v hornom
grafe znazornuju smerodajnu odchylku, pricom varianty, ktoré obsahovali menej ako 3 vzorky, neboli zahrnuté

do statistickej analyzy (Tab. 11). Detailné hodnoty obsahu rozpustnych sacharidov su popisané v Tab. 13.

Najvyssiu hodnotu obsahu rozpustnych sacharidov pri koncentracii 0 mM glycinu,

pokles so zvySujucou sa koncentraciou aminokyseliny (0.1 a 1 mM) a opétovny nérast pri
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koncentracii 10 mM glycinu. Zmes sachardzy a glycinu vSak mala na obsah rozpustnych
sacharidov v protokormoch vyssi efekt, ako to bolo pri samotnej aminokyseline. Variant so
samotnou sachar6zou o koncentracii 10 mM viedol k najvysSiemu obsahu rozpustnych
sacharidov v protokormoch, o nieco mensie hodnoty dosahoval variant s 30 mM sacharézou.
So zvySujucimi sa nizkymi koncentraciami inicidlne pridanej samej sacharozy (0.1 a 1 mM)
rastol aj obsah rozpustnych sacharidov v pletivach, pricom tieto hodnoty sa pohybuji ovela

nizsie, ako spominané varianty obsahujuce vysSie koncentracie sacharozy v kultivatnom

médiu.
3.2.3 Alanin
Koncentracia v médiu
(M Obsah rozpustnych sacharidov [ng/mg susiny]
Rozpustné
Sacharoéza | Alanin Sachardza Glukodza Fruktoza sacharidy
celkom
0 0 52.31£6.03¢ 8.88+1.38P 1.34+£2.32°  |62.53+9.59%
0 0.1 43.59+0.85° 8.30+0.28° 2.16£4.09®°  |56.61+2.50¢
0 1 34.42+6.28%  110.00£1.15® |0 44.42+7.16¢
0 10 32.48+1.84%  |8.18+0.75° 4.34+6.14%  |45.01¢
0.1 0 38.63+3.34°¢  9.68+3.03° 0 49.07+5.519
1 0 63.33£5.01° 11.03+1.45%  |2.23+£3.28% | 76.59+4.88
10 0 108.65+1.75° | 17.33+4.42° 10.22+3.33*  |136.20°
30 0 163.01£31.83% |12.09+0.82%°  |4.37+£0.29% | 179.47+31.24°
10 0.1 84.23£1.10°  |13.84+0.81%°  [4.83+2.54% [102.90+1.60"
10 1 95.45+13.20° | 18.63+4.18*  |4.46+1.81%® |118.54+18.35°
10 10 69.63+7.38° 18.66£1.42% | 6.50+1.87®® | 94.78+8.84%
p-hodnota (ANOVA) | 1.37x10! 2.13x10° 3.93x103 2.83x101

Tab. 14: Obsah rozpustnych sacharidov — experiment 4. Priemerny obsah rozpustnych sacharidov (ug/mg
susiny) v protokormoch D. majalis na médidach s roznymi koncentraciami sacharozy a alaninu a ich prislusné
smerodajné odchylky. Odlisné pismend uvedené v hornom indexe znacia Statisticky preukazny rozdiel medzi
variantmi podla TukeyHSD testu. Varianty, ktoré obsahovali menej ako 3 vzorky, neboli zahrnuté do Statistickej

analyzy (Tab. 11).
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Graf 9: Extrakcia rozpustnych sacharidov — experiment 4. Mnozstvo rozpustnych sacharidov [ug/mg susiny]
(Graf 94) a proporcia sacharidového spektra [%] (Graf 9B) v protokormoch D. majalis na médidch s réznym
obsahom alaninu a sacharozy. V grafe su zndzornené priemerné hodnoty hmotnosti. Chybové usecky v hornom
grafe zndazornuju smerodajnii odchylku, pricom varianty, ktoré obsahovali menej ako3 vzorky, neboli zahrnuté do

Statistickej analyzy (Tab. 11). Detailné hodnoty obsahu rozpustnych sacharidov su popisané v Tab. 14.
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Rozdiely medzi variantmi boli Statisticky preukazné, detailné hodnoty su uvedené v
Tab. 14. Z grafu (Graf 9A) modzeme pozorovat rastuci obsah rozpustnych sacharidov
v protokormoch D. majalis na médiach so zvySujucou sa koncentraciou samotnej inicidlne
pridanej sacharézy od 0.1 do 30 mM. Varianty s 30 a 10 mM sachar6zou mali celkovo
najvyssi efekt na obsah rozpustnych sacharidov v protokormoch. Hned’ za tym nasledovali
varianty so zmesou sacharézy (10 mM) a aminokyseliny, pricom obsah rozpustnych
sacharidov v pletivach postupne klesal podl'a koncentracie alaninu v médiu v poradi 1 mM,
0.1 mM a 10 mM alaninu.
samotnom alanine. Je zrejmy klesajuci efekt obsahu rozpustnych sacharidov v protokormoch
pri rastiicej koncentracii samotného alaninu, priCom pri koncentracii 10 mM sa obsah
rozpustnych sacharidov zase o trochu zvysil. Tieto varianty vSak dosahovali nizSie hodnoty,

aké boli namerané pri kontrole.

3.3 Extrakcia Skrobu

3.3.1 Kyselina glutamova

Pomocou Statistickej metody ANOVA boli ndjdené preukazné rozdiely medzi
jednotlivymi variantmi. Podl’a Statistického testu TukeyHSD existuje rozdiel medzi variantom
s obsahom 1 mM samotnej kyseliny glutimovej a variantom so samotnou aminokyselinou (1
mM), samotnou sachar6zou (10 mM) a zmesou 10 mM sacharozy s 10 mM aminokyselinou.
Ostatné varianty sa od seba preukazne neliSili. Médium o koncentréacii sachardézy 10 mM
dosahuje najvyssie hodnoty obsahu Skrobu v protokormoch spomedzi variantov obsahujticich
samotnii sacharé6zu. Co sa tyka efektu samotnej kyseliny glutdmovej, pri nizkych
koncentraciach (0.1 a1 mM) obsah Skrobu v protokormoch oproti kontrole rastol, pricom
koncentracia 1 mM samotnej aminokyseliny dosahovala najlepsich vysledkov zo vSetkych
variantov.

Naopak, Cisty pridavok kyseliny glutdmovej o koncentracii 10 mM mal na obsah
Skrobu v protokormoch slabsi efekt. Okrem toho je z grafu (Graf 10) zrejmy pokles obsahu
Skrobu v protokormoch D. majalis pri zvySujlicej sa koncentracii kyseliny glutdmovej v zmesi

s 10 mM sachardzou.
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Obsah Skrobu v mediach s pridavkom kyseliny glutamovej
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Graf 10: Extrakcia Skrobu — experiment 2. Mnozstvo Skrobu [ug glukozy/mg susiny] v protokormoch D. majalis
na médiach s roznym obsahom kyseliny glutamovej a sacharozy. V grafe su zndzornené priemerné hodnoty
hmotnosti. Chybové usecky zndzornuji smerodajnu odchylku, pricom varianty, ktoré obsahovali menej ako 3
vzorky neboli zahrnuté do Statistickej analyzy — vid' Tab. 11. Pomocou Statistickej metody ANOVA boli medzi

variantmi v obsahu Skrobu Statisticky preukazné rozdiely, p = 3.28 <107

3.3.2 Glycin

Statisticka metoda ANOVA nepreukazala rozdiely, ale medzi variantmi su zrejmé
zaujimavé trendy. Najvyssi obsah Skrobu (Graf 11) bol namerany v protokormoch D. majalis
rastucich na kultivaénom médiu obsahujucom koncentraciu 10 mM glycinu a 10 mM
sachardzy. Tesne nasledoval variant s koncentraciou 10 mM glycinu bez pridavku sachardzy.
S rastacou koncentraciou glycinu v médiu bez sacharozy sa zvySovalo aj mnozstvo Skrobu
v protokormoch, ale nizSie koncentracie aminokyseliny (0.1 a 1 mM) nedosahovali takych
hodno6t, ako kontrola.

Protokormy rastice na médiu s pridavkom 10 mM sacharézy a koncentraciou
glycinu 0.1 mM obsahovali viac Skrobu, ako varianty so sachar6zou a 1 mM glycinu, ¢o malo
na mnozstvo Skrobu v protokormoch opac¢ny efekt, ako vo variantoch bez pridavku sacharozy.
Varianty so samotnou sachar6zou obsahovali podobné mnozstva Skrobu, okrem variantu

s koncentraciou sachar6zy 1 mM, ktory dosahoval vyrazne vyssich hodnét.
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Obsah §krobu v médiach s pridavkom glycinu
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Graf 11: Extrakcia skrobu — experiment 3. Mnozstvo skrobu [ug glukozy/mg susiny] v protokormoch D. majalis
na médiach s roznym obsahom glycinu a sacharozy. V grafe su znazornené priemerné hodnoty hmotnosti.
Chybové usecky znazornuju smerodajnu odchylku, pricom varianty, ktoré obsahovali menej ako 3 vzorky neboli
zahrnute do Statistickej analyzy — vid' Tab. 11. Pomocou Statistickej metody ANOVA neboli medzi variantmi

v obsahu Skrobu Statisticky preukazné rozdiely, p = 0.184.

3.3.2 Alanin

Pomocou Sstatistickej metody ANOVA boli najdené preukazné rozdiely medzi
jednotlivymi variantmi. Podla Statistického testu TukeyHSD existuje oproti vSetkym
variantom rozdiel medzi variantmi so samotnym | mM alaninom a samotnou 10 mM
sachardzou. Ostatné varianty sa od seba preukazne neliSili. Najviac Skrobu teda obsahovali
protokormy kultivované na médiu s pridavkom samotného alaninu o koncentracii 1 mM.

Protokormy rastiice na médiach o koncentracii 0.1 a 10 mM alaninu mali podobny
efekt, ako kontrola, takze vyssia koncentracia (10 mM) pridaného alaninu uz nezvySovala
obsah Skrobu v pletivach. Druhy najlepsi efekt mal variant s obsahom samotnej 10 mM
sachardzy. Z grafu (Graf 12) st vSak na prvy pohlad viditelné rozne efekty variantov na
obsah skrobu v protokormoch D. majalis, a to napriklad, Ze s rastiicou koncentraciou alaninu

v zmesi s 10 mM sachar6zou efekt na obsah Skrobu postupne slabol.
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Obsah Skrobu v médiach s pridavkom alaninu
1000 a

T
N 900 = Ekrob
=
o 200
=11]
E b
= 700 b ab B
0
E 600
=1 b
E 500 b
= b b b
-5 a0 b
o
o 200
=
9 200
[=]
=
= 100

0

alanin 0 0.1 1 10 0 0.1 1 10
I [ I I I [ [ I
sachardza 0 0.1 1 10 30 10
Koncentracia v mediu [mM]

Graf 12: Extrakcia skrobu — experiment 4. Mnozstvo Skrobu [ug glukozy/mg susiny] v protokormoch D. majalis
na médiach s roznym obsahom alaninu a sacharozy. V grafe su zndzornené priemerné hodnoty hmotnosti.
Chybove usecky znazornuju smerodajnu odchylku, pricom varianty, ktoré obsahovali menej ako 3 vzorky neboli
zahrnuté do Statistickej analyzy — vid' Tab. 11. Pomocou Statistickej metody ANOVA boli medzi variantmi

v obsahu Skrobu §tatisticky preukazné rozdiely, p = 3.79x107.
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4 Diskusia

Aminokyseliny st prekurzormi primarnych aj sekunddrnych metabolitov
a povazujeme ich za kl'ai¢ovu chemicku zliceninu pri biosyntéze proteinov. V experimente na
hydroponicky pestovanych rastlinach Coriandrum sativum bolo zistené, ze pridavok
exogénnych aminokyselin mé priaznivy vplyv na rast a produkciu metabolicky aktivnych
latok (Sowmya et al., 2023), ¢im dokazu regulovat rézne metabolické drahy, ktoré su
sucast'ou vegetativnych aj generativnych zivotnych procesov (Ge et al., 2009; Souri, 2016;
Mohammadipour a Souri, 2019). VSeobecne st aminokyseliny pre rastliny dobrym zdrojom
uhlika a energie a pravdepodobne dokazu zrychlit’ prijem a tok latok v pletivach (Talaat ef al.,
2014). Okrem toho su dolezité aj pre metabolizmus dusika, ¢i uz v ramci regulacie prijmu
aspracovania nitratu a amoénneho kationu, alebo vuz spominanej proteosyntéze
(Mohammadipour a Souri, 2019).

Na zaklade tychto znalosti by sme vedeli predpokladat’, Ze by aminokyseliny mohli
vyvijajucim sa protokormom sluzit’ nielen ako vhodny zdroj dusika, ale aj ako zdroj uhlika a
energie, kedze vranych S§tadiach potrebuju orchidey dostatok energie od svojich
mykorhiznych partnerov. Kvoli nedostatku dostupnej literatiry dotykajicej sa touto témou
priamo Celade Orchidaceae, si v ramci diskusie popisované roznorodé experimenty
vykonané aj na inych rastlinnych celadiach, ktoré sa snazim dat’ do suavislosti.
V nasledujtcich podkapitolach sit vyvodené domnienky, ktoré by ndm mohli pomoct’ priblizit’
orchideoidne mykorhizny vzt'ah a prenos uhlikatych latok medzi hubou a orchideou. Najskor
porovnavam efekt vybranych latok na velkost' protokormov D. majalis, potom obsah
rozpustnych sacharidov a Skrobu v protokormoch kultivovanych na médiach s pridavkom
kyseliny glutdmovej, glycinu a alaninu. Nakoniec sa venujem moznému prenosu uhlika

v ramci orchideoidnej mykorhizy.

4.1 Efekt vybranych aminokyselin a inych latok na vel’kost’ protokormov D.

majalis

4.1.1 Kazein enzymaticky hydrolyzat
Pre vyskum u¢inku aminokyselin na protokormy D. majalis bol pouZity aj
enzymaticky hydrolyzat kazeinu (pepton z kazeinu), ktory mal sluzit’ ako kontrola toho, ¢i

a ako vedia orchidey vyuzivat' aminokyseliny, ked'Zze ide o latku obsahujucu vysoky podiel
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rozli¢énych volnych aminokyselin, ¢i peptidov (Semiarti et al., 2017) pochadzajicich z
tohto proteinu. Predpokladanymi hypotézami bolo, Zze samotny hydrolyzovany kazein bude
mat’ na rast protokormov slabsi efekt, ako samotnd sachardéza, a ze najvicSie velkosti
protokormov budi namerané na variantoch obsahujucich zmes hydrolyzatu kazeinu
a sachar6zy. Druhd cast hypotézy bola na rozdiel od prvej casti potvrdend a zmes
hydrolyzovaného kazeinu a sachar6zy mala naozaj Statisticky preukazny najvyznamnejsi efekt
na rast protokormov (Graf 1). Co sa tyka variantu obsahujiceho samotni sacharézu, tieto
vysledky boli porovnatelné s kontrolou, pricom pridavok samotného hydrolyzatu kazeinu mal
oproti nim preukazne vyssi efekt. To by mohlo naznacovat, ze protokormy su schopné vyuzit
ako zdroj zivin dusik dostupny z vol'nych aminokyselin a peptidov.

Pri skimani r6znych typov organickych kultivaénych médii na orchideach Vanda
teres (Sinha a Roy, 2004) a Cymbidium pendulum (Kaur a Bhutani, 2012) bolo zistené, ze sa
pri kultivacii protokormov na médiach s obsahom kazein hydrolyzatu vyvinuli nadzemné
Casti u oboch orchidei a vyrazne sa znasobil aj pocet novo vzniknutych utvarov. Koncentracia
hydrolyzatu kazeinu v oboch experimentoch bola zhodna s koncentraciou, ktord bola pouzita
v experimente k tejto diplomovej praci (2 g hydrolyzatu kazeinu na liter kultivacného média).
Rovnako tak pridavok kazein hydrolyzatu, spolo¢ne s bandnovym prasSkom, sposobovali
dobry arovnorody rast tychto nadzemnych casti. NajlepSie vysledky boli dosiahnuté pri
pouziti pridavku 100 mg na liter média (Sinha a Roy, 2004). Na zaklade zaverov tychto
experimentov by sa dalo zhrnut’, Ze proteinovy hydrolyzat moze sliZit' orchideam ako vhodny

zdroj latok a energie, ked’ze podporuje rast a d’al§i vyvoj kultivovanych protokormov.

4.1.2 Kyselina glutamova a kyselina asparagova

Z vysledkov je zrejmé, Ze kyselina glutdmova (Graf 2) spolo¢ne s kyselinou
asparagovou (Graf 5) maju spomedzi ostatnych vybranych latok najvyraznejsi efekt na
vel'kost’ protokormov. Velkosti protokormov D. majalis st vacSie u variantov so samotnym
obsahom kyseliny glutdmovej v médiu, pricom kyselina asparagova ma tento efekt najsilne;jsi
v zmesi s 10 mM sachar6zou. Celkovo vSak maju obe mnou skimané aminokyseliny podobny
trend (Graf 2, Graf 5). Velkost' protokormov sa zvdc¢Suje s rasticou koncentraciou
aminokyseliny v médiu, a to s pridavkom sachardzy, aj bez neho. Zvlastnost'ou je slaby efekt
variantu zmesi 10 mM sacharézy s 0.1 mM kyselinou glutdmovou, kedze velkosti
protokormov nedosahovali takych hodnét, ako pri samotnej sachar6ze o koncentraciach 10

a30 mM. Urovnakého variantu so zmesou kyseliny asparagovej a sachardzy bolo
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dosiahnutych lepsich vysledkov, ako vykazoval Cisty pridavok sachar6zy o koncentraciach 10
a 30 mM.

Kyselina glutamova je sucastou roznych metabolickych dréh a sluzi ako zaklad pre
syntézu niektorych aminokyselin, z ktorych mozu byt’ syntetizované d’alSie aminokyseliny, ¢i
iné dusikaté latky. Dalo by sa teda tvrdit, ze kyselina glutimova je nepriamym zdrojom
aminoskupiny mnozstva metabolicky vyznamnych latok (Walker a Donk, 2016). Uhlik
z kyseliny glutdmovej modze po vzniku 2-oxoglutaratu taktiez vstupit do metabolizmu, a to
napriklad do citratového cyklu. Existuji organizmy, napriklad niektoré baktérie, ktoré
dokonca ako zdroj uhlika preferuju pred glukozou kyselinu glutdmova (Wezel et al., 2006).

Experiment skumajtici vyuzitie dusika protokormami vybranych orchidei ukazal, ze
pouzitie kyseliny aspardgovej malo na rast semien orchidey Cattleya podobny efekt, ako
pridavok dusi¢nanu amoénneho. Pouzitie tychto dvoch latok viedlo k vyznamnému rastu uz po
dvoch mesiacoch od vysevu, priCom rast na médiach s pridavkom kyseliny glutimovej alebo
glycinu zaCal medzi druhym a tretim mesiacom. Oproti tomu semena kultivované na
ostatnych vybranych aminokyselindch zacali vyznamne rast az po niekolkych dalSich
mesiacoch. Kyselina asparagova mala okrem toho pozitivny efekt na rast zrelych semien, ale
inhibovala rast mladych embryi. Jednym zo zaverov experimentu bolo, ze dikarboxylové
kyseliny mozu pozitivne vplyvat’ na rast orchidei (Spoerl, 1948).

Persson a Ndsholm (2001) skimali prijem aminokyselin z pody korefimi niekol’kych
druhov boredlnych rastlin. Podla ich vysledkov ale nebol prijem kyseliny glutdmovej, ani
kyseliny aspardgovej z prostredia nijak vyznamny. Prijem aminokyselin korenmi z pdody
a protokormami z kultivaéného média vSak nie je na tejto trovni vhodné zrovnavat’, ked’ze
ide o celkom odlisné podmienky, ktoré moézu viest’ k rozdielnym vysledkom. Okrem toho,
prijem aminokyselin rastlinami méZe byt zavisly aj na ich koncentracii v médiu (Borstlap,

1977).

4.1.3 Glycin

Najjednoduch$ia aminokyselina — glycin — je podla niektorych autorov vhodnou
zlozkou rastlinnej vyzivy (Souri, 2016). Glycin je v pletivach l'ahko prenaSany a dobre
vyuzitelny (Ge et al., 2009). Je Castou zlozkou rdéznych kultivaénych médii, pretoze je
povaZovany za univerzalny zdroj Zivin pre rastliny (Nédsholm et al., 2009; Abdelkader et al.,
2023). Taktiez je prekurzorom d’al$ich komplexnych organickych latok, ako st napriklad serin

(Nésholm et al., 2009), antioxidant glutation alebo puriny (Kohlmeier, 2015).
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Dalo by sa predpokladat’, ze by glycin mohol sluzit’ ako zdroj uhlika a dusika (Taylor
et al., 2004). Podl'a mojich vysledkov (Graf 3) bol najsilnejsi efekt na vel'kost” protokormov
D. majalis viditeIny prave pri nizkej koncentracii glycinu (0.1 mM). Zaujimavym zistenim
bolo, ze zmes 0.1 mM glycinu a 10 mM sacharozy dosahuje najlepSie vysledky velkosti
protokormov. Dalo by sa preto povedat’, Ze koncentracia 0.1 mM glycinu ma vyznamny efekt
na vel'kost’ protokormov, a to bez zavislosti na pritomnosti sachar6zy v médiu.

V porovnani s ostatnymi skiumanymi latkami dosahoval experiment s glycinom ako
jediny vyznamné vysledky pri nizkych koncentraciach. TaktieZ bol v tomto experimente
viditel'ny vyrazny pokles velkosti protokormov prirastucej koncentracii aminokyseliny
v zmesi s 10 mM sacharézou, priCom pri ostatnych experimentoch bol pozorovany opak.
Okrem toho, zmesi sachardézy s0.1 al mM glycinu dosahuju lepSich vysledkov, ako
pritomnost’ samotnej sacharézy v médiu. Pridavok nizkych koncentracii glycinu k sachardze
ma na velkost' protokormov najpozitivnejsi efekt, a to by mohlo znamenat’, ze ju orchidey
dokazu prijimat ako zdroj uhlika, pripadne dusika, ale preferuju uhlik pochadzajici zo

sacharidov.

4.1.4 Alanin

Alanin je zapojeny do syntézy roznych metabolicky vyznamnych latok, napriklad do
syntézy koenzymu A (Broeckling et al., 2005). Zéaroven je znamy svojou schopnostou
osmoprotekcie (Parthasarathy et al., 2019) a pomaha tiez odolavat’ abiotickym stresom,
napriklad stresu zo sucha (Broeckling et al., 2005). Vysledky vysSie spomenutého
experimentu Spoerla (1948), ktory skumal vyuzitie dusika zaminokyselin embryami
vybranych orchidei, ukézali, ze alanin inhibuje rast semien. Z vysledkov experimentov
k diplomovej praci (Graf 4) sa da tvrdit, Ze niZSie koncentracie alaninu (0.1 a 1 mM) boli
podobné kontrole, ale pridavok alaninu o koncentracii 10 mM vyznamne inhiboval rast
protokormov. Podobné vysledky boli dosiahnuté pri experimente s glycinom (Graf 3), kde je
pozorovatel'ny pokles velkosti protokormov pri koncentracii 10 mM samotného glycinu, no
v tomto pripade rozdiel nebol Statisticky preukazny.

Alanin ako jedind skimana latka spdsobovala nizSie velkosti protokormov D.
majalis pri pridavku vyssej koncentracie tejto aminokyseliny do kultivacného média. Alanin
teda nie je pre orchidey efektivnym zdrojom uhlika. Efekt Cistého pridavku sachardzy
v niz8ich koncentraciach bol taktieZ porovnatel'ny s kontrolou, pricom az koncentracie 10 a 30

mM sachardzy o trochu zvysili vel'kost’ protokormov. Zaujimavym vysledkom vsak bolo, Ze
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zmesi sachardzy s postupne rastucimi koncentraciami aminokyseliny mali preukazne najlepsi

efekt na protokormy D. majalis.

4.1.5 Pyruvat

Pyruvat je vyznamny metabolit a findlny produkt glykolyzy. V diplomovej praci bol
pyruvat sodny pouzity ako ,kontrola® zapojenia do metabolizmu orchidei, kedze sa
v organizmoch zucastnuje rozlicnych metabolickych procesov a sluzi ako substrat pri réznych
chemickych reakciach, ¢i syntézach latok. V experimente skiimajucom efekt pyruvatu
sodného na riasu Chlorella vulgaris bol pozorovany pozitivny vplyv pridavku pyruvatu na
rast biomasy a obsahu chlorofylu tejto riasy (Tandon et al., 2020). Pridavok pyruvatu do
kultivaénych médii mal pozitivny efekt aj na velkosti protokormov D. majalis. VysSie
koncentracie (1 a 10 mM) samotného pyruvatu mali na velkost” protokormov silnejsi efekt,
nez koncentracia 0.1 mM (Graf 6). Zaroven mal pridavok nizkej koncentracie pyruvatu (0.1
mM) silnejsi efekt, nez kontrolné médium.

Aj rastica koncentracia pyruvatu vo variantoch s pridavkom 10 mM sachar6zy mala
preukazne pozitivny vplyv na velkost’ protokormov, o modze naznaovat, ze pyruvat je
efektivnym zdrojom uhlika pre vyvojové procesy D. majalis. Rovnaky trend bol pozorovany
aj u experimentov s aminokyselinami, okrem experimentu s glycinom (Graf 3), kde zvySujuca

sa koncentracia aminokyseliny spdsobovala hor$i rast protokormov.

4.2 Efekt vybranych aminokyselin na obsah rozpustnych sacharidov

a Skrobu v protokormoch D. majalis

Z grafov (Graf 7A, 8A, 9A) andlezitych tabuliek (Tab. 12, 13, 14) zobrazujucich
obsah rozpustnych sacharidov (sacharozy, glukozy a fruktoézy) v protokormoch D. majalis je
viditel'né, Ze protokormy pestované na médiach s pridavkom glycinu a alaninu bez sacharézy
vykazovali niz8§i obsah rozpustnych sacharidov v protokormoch, neZ na médiach so
sachar6zou. Pokles bol pozorovany taktiez u experimentu s kyselinou glutamovou, ale len
u variantu samotnej aminokyseliny o koncentracii 10 mM. Vyrazne vysoké mnoZstvo
rozpustnych sacharidov a prisluSnd namerana chyba u variantu s koncentraciou 1 mM
kyseliny glutdimovej su vSak pravdepodobne sposobené chybou merania. Nizky obsah
endogénnych sacharidov nasvedcuje, ze dané varianty nedokézu protokormu plne nahradit’

sacharozu. Dostalova (2016) vo svojej diplomovej praci takisto skimala obsah endogénnych
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rozpustnych sacharidov v protokormoch D. majalis, priCom do kultivaénych médii bol
pridavany glutamin. Podl'a jej vysledkov dosahovali protokormy rastice na médiach so
samotnym glutaminom porovnateI'né mnozstvo rozpustnych sacharidov, ako kontrola, i ked’ je
vidiet’ maly pokles v obsahu sacharidov pri koncentracii 10 mM glutaminu, ¢o je zjavné aj
z mojich vysledkov.

U vsetkych troch experimentov bol u variantov so samotnou sachar6zou pozorovany
logicky narast obsahu rozpustnych sacharidov s rasticou koncentraciou sacharozy
v kultivaénom médiu. Rovnaké vysledky uvadza aj Dostadlova (2016). Jedine u glycinu
dosahoval variant s koncentraciou 30 mM sachar6ézy nizSich hodnét, ako predchadzajuci
variant o koncentracii 10 mM. Variant s 30 mM sachar6zou vSak v experimente s glycinom
ako jediny zo vSetkych experimentov obsahoval najvy$Sie mnozstvo fruktdzy a taktiez
relativne vysoké mnoZzstvo glukézy oproti koncentracii 10 mM samotnej sacharozy.

Dostalova (2016) popisuje svoje vysledky zmesi sacharozy s glutaminom ako
porovnatel'né s vysledkami pre samotni 10 mM sacharozu. Z prislusnych merani k mojej
diplomovej praci sa vo vécsine pripadov tieto vysledky daju tiez oznacit’ ako porovnatelné.
Vyraznou odchylkou je zmes sachardzy a vysSich koncentracii glycinu (1 a 10 mM), kde bol
oproti samotnej 10 mM sachardze zisteny Statisticky preukazny rozdiel. Podl'a numerického
vyhodnotenia mojich dat vSak vedie pridavok aminokyselin k 10 mM sachar6ze k nizSiemu
obsahu jednotlivych rozpustnych sacharidov v pletivach. Jedinou vynimkou je vysSie
mnozstvo rozpustnych sacharidov u zmesi kyseliny glutdmovej o koncentracii 0.1 mM s 10
mM sachar6zou, nez u Cistého pridavku sachar6ézy o koncentracii 10 mM.

V odlisnom experimente, ktory skimal obsah rozpustnych endogénnych sacharidov
v listoch Solanum lycopersicum po ich oSetreni roztokmi vybranych aminokyselin (Alfosea-
Simoén et al., 2021), boli pozorované podobnosti s mojimi vysledkami. Ukdazalo sa, ze
koncentracia glukézy v listoch oSetrenych alaninom bola vyrazne niZSia, neZ pri pouziti
kyseliny glutimovej (Alfosea-Simon ef al., 2021). Experiment s alaninom (Graf 9, Tab. 14),
na mnozstvo jednotlivych rozpustnych sacharidov v protokormoch D. majalis. Rovnako tak
pridavok alaninu v koncentracii 10 mM viedol k pomerovo najniz§im hodnotdm v obsahu
endogénnych sacharidov, a to bez zavislosti na pritomnosti sachardzy v kultivatnom médiu.
Naopak, experiment s kyselinou glutamovou dosahoval najlepSich priemernych vysledkov na
obsah celkovych rozpustnych sacharidov, ako aj najvysSie priemerné mnoZstvo sachardzy

a fruktézy v pletivach.
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Kli¢iace semeno pestované na kultivatnom médiu s pridavkom rozpustnych
sacharidov postupne prechddza réznymi metabolickymi reakciami, medzi ktoré patri aj
syntéza Skrobu (Manning a Staden, 1987). Pridavok sacharozy do kultivacného média by mal
teda korelovat s obsahom Skrobu v protokormoch. Z grafov ukazujicich obsah Skrobu
v protokormoch D. majalis (Graf 10 az Graf 12) vSak nebolo vidiet’ korelaciu s mnozstvom
pridanej sachar6ozy do kultivatného média u ziadneho experimentu. Jedine u experimentu s
glycinom stapol obsah Skrobu s rastucim inicidlnym pridavkom rozpustného sacharidu, a to
vo variante s 10 mM sachar6zou v zmesi s 10 mM aminokyselinou. U experimentov
s kyselinou glutimovou aalaninom bol srasticim pridavkom sacharézy v zmesi
s aminokyselinou pozorovany naopak klesajuci obsah skrobu v protokormoch.

V grafoch obsahu Skrobu v protokormoch s pridavkom kyseliny glutamovej (Graf
10) a alaninu (Graf 12) st viditelné rovnaké trendy. Pridavok zvySujucich sa koncentracii
alaninu k 10 mM sachar6oze postupne znizoval obsah Skrobu v protokormoch D. majalis.
Vyssie koncentracie kyseliny glutamovej v pridavku k 10 mM sacharéze taktiez spdsobili
klesajuci efekt, no variant s 0.1 mM aminokyselinou sposoboval oproti €istej sacharoze vyssi
obsah skrobu v pletivach. VysSie koncentracie pridanych aminokyselin k 10 mM sachardze
spOsobuji mensie mnozstvo zdsob Skrobu v protokormoch, a teda tieto varianty nie su tak
efektivnym zdrojom energie. Preukazne najvacsi obsah Skrobu bol v oboch experimentoch
namerany pri koncentracii 1 mM samotnej aminokyseliny. U kyseliny glutdmovej je oproti
tomuto variantu najvyznamnejsi rozdiel u 1 mM samotnej sacharézy a v pripade 10 mM
kyseliny glutimovej, a to bez zavislosti na pridavku sacharézy. Co sa tyka mnozstva $krobu
v protokormoch kultivovanych na meédiach s alaninom, 1 mM pridavok aminokyseliny je
porovnatel'ny vylu¢ne s variantom o ¢istom pridavku 10 mM sachar6zy.

U experimentu s glycinom (Graf 11) neboli pomocou Statistickej metddy ANOVA
zistené preukazné rozdiely medzi jednotlivymi variantmi, avSak vidite'ny je najvy$si obsah
Skrobu u zmesi 10 mM sachar6ozy s 10 mM aminokyselinou a hned’ druhy najvyssi obsah pri
10 mM samotn¢ho glycinu. Zmes 10 mM glycinu s 10 mM sachar6zou dosahovala
najvysSieho mmnozstva Skrobu v pletivaich oproti rovnakym koncentracidm u zvySnych
experimentov. Celkovo bol teda namerany vyssi obsah endogénnych sacharidov a Skrobu
v experimente s kyselinou glutimovou, ako bolo namerané u rovnakych variantov ostatnych

experimentov.
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4.3 Prenos uhlika v orchideoidnej mykorhize

Kli¢iace semend orchidei vyzaduju pre spravny d’alsi rast a vyvoj exogénny zdroj
uhlika a energie. Pre svoj charakteristicky sposob vyvoja su vSetky orchidey v ranych fazach
zivota odkazané na prijem uhlika od orchideoidne mykorhiznych hub (Stockel et al., 2014;
Dearnaley a Cameron, 2017). Nedostatocny prijem uhlikatych latok méze viest’ k spomaleniu
rastu protokormov (Leake, 1994). Rovnaké vysledky boli pozorované aj v tejto praci
u experimentalnych variantov s niz§im obsahom sachar6zy v kultivaénom médiu. Na zaklade
mojich vysledkov (Graf 2 az Graf 6) je ale tiez zrejmé, ze prili§ vysoké koncentracie
sacharozy v kultivaénom médiu (30 mM) uz nespdsobuju vicsiu velkost’ protokormov, nez
koncentracia 10 mM, ktord sa javila ako najoptimalnejSia koncentracia. Neda sa vsak
predpokladat’, Ze by sachardza bola poskytovana z OMF orchideam.

Napriek tomu, ze v OM vztahu je dolezita Specifita oboch organizmov, je tiez
mozné, 7Ze pre meniace sa ndroky na ziviny medzi réznymi vyvojovymi Stadiami niektorych
orchidei sa meni aj druhové zastipenie mykorhiznych hub v symbidze (Fuji et al., 2020).
Podl'a niektorych autorov (Gebauer a Meyer, 2003; Hynson et al., 2013) orchidey prijimaja
od hub podstatne viac dusika, nez uhlika, Co bolo zistené meranim znacenych izotopov tychto
prvkov v pletivach orchidei. Prijem dusika hubového povodu ale Casto stvisi aj s prijmom
uhlika, ked’ze organické formy dusikatych zla€enin obsahuju prave uhlikové kostry (Stockel
et al., 2014). Nepomer medzi nameranym mnoZzstvom prijatého znacen¢ho uhlika a dusika
a niz$i obsah uhlika v nadzemnych &astiach by vSak mohol byt vysvetleny spotrebou '*C pri
respiracnej aktivite orchidei (Ndsholm et al., 2000; Cameron et al., 2008; Ge et al., 2009;
Bougoure et al., 2010).

Na danu tému vSak ale nebol vykonany dostatok experimentov, ktoré by tieto zavery
mohli jednoznacne potvrdit’ alebo vyvratit. Okrem toho, experimenty s aminokyselinami st
mnohokrat vedené na inych celadiach rastlin, napriklad na plodinach (Ge et al., 2009;
Mohammadipour a Souri, 2019; Alfosea-Simoén et al., 2021; Sowmya et al., 2023), ktoré st
okrem toho v rozli¢nych zivotnych Stadiach. Tieto experimenty maju Casto za ciel’ zlepSit’
vynos, alebo odolnost’ rastlin pred abiotickymi faktormi stresu, takze sa nedd dostatocne
presne porovnat’ efekt pridanych exogénnych aminokyselin na rast danej uzitkovej rastliny
a orchidey D. majalis pouzitej v tejto diplomovej praci. Omnoho viac autorov sa venuje
transportu dusika, alebo skima ako mozny zdroj energie r6zne sacharidy, ako bolo popisané

v kapitole o uhlikatych latkach. Najnovsie Studie napriklad ukazuju, Ze ako najvhodne;jsi zdroj
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uhlika by pre orchidey mohla byt gluk6za pochadzajuca z hydrolyzy trehalézy hubového
povodu (Zhao et al., 2024). Nie je vsak vylucené, ze by aminokyseliny hiib naozaj mohli
sluzit’ orchideam ako dostato¢ny zdroj uhlika (Zhao et al., 2024).

Stale teda nie je celkom jasné, aké latky su v OM prenasané z hub do protokormov
orchidei a ktoré¢ latky dokazu sluzit’ ako zdroj uhlika a dusika. Existuji o tom rozne diskusie,
pri¢om autori sa ¢astokrat nevedia zhodnut’ na jednotnom vysledku. Niektoré stidie popisuju,
ze by mohli byt ako zdroj uhlika vyuzivané rozpustné sacharidy (Smith, 1967; Ernst, 1971;
Ernst et al., 1971; Purves a Hadley, 1976; Ponert a Lipavska, 2017; Ponert et al., 2021; Zhao
et al., 2024), iné zase preferuju ucinnost’ aminokyselin (Persson a Nédsholm, 2001; Dearnaley
a Cameron, 2017; Fochi et al., 2017b; Suetsugu et al., 2017; Lallemand et al., 2019). Je vSak
taktiez mozné, Ze su do protokormov orchidei prenaSané nielen rozpustné sacharidy, ale aj
aminokyseliny, a rovnako tak moézu byt vyuzivané oboje. Moje experimenty porovnavali
efekt vybranych latok na rast protokormov a obsah endogénnych sacharidov a skrobu. Podla
vysledkov experimentov k diplomovej praci bola zvybranych aminokyselin a pyruvatu
v raste protokormov D. majalis najviac efektivna kyselina glutdmova, ktora prekonala G¢inok
ostatnych latok pri rovnakych koncentraciach asponi dvojnasobne. Okrem toho mala ako
jedina z vybranych latok pri pridavku v koncentracii 10 mM vacsi efekt na rast protokormov,
ako samotna sachar6za o rovnakej koncentracii. Pozoruhodnym vysledkom je, ze kyselina
glutimovd, ako jedind zo skumanych latok, dokazala protokormom D. majalis pri
koncentracii 10 mM nahradit’ sachar6zu. O ¢osi mensi, ale stdle preukazny efekt na rast
protokormov mali aj zvySujuce sa koncentracie kyseliny asparagovej a pyruvatu. Kyselina
glutamova a v menSej miere aj kyselina asparagova a pyruvat, mézu vyvijajicim sa
protokormom D. majalis sluzit’ ako dostato¢ny zdroj uhlika a energie. D6vodom vyznamnych
vysledkov uprvych dvoch latok by mohla byt ich chemicka Struktara dikarboxylovej
kyseliny.

Naopak, pridavok samotného alaninu a glycinu dosahoval podobnych vysledkov, ako
kontrola, pricom vysoka koncentracia alaninu (10 mM) pdsobila na protokormy negativne.
Avsak, efekt glycinu v koncentracii 0.1 mM bol o trochu vyssi, nez kontrola. To platilo aj
v zmesi s 10 mM sachardézou, no so zvySujucou sa koncentraciou glycinu sa efekt zase
znizoval. S vynimkou glycinu sa tak u vSetkych experimentov s rasticou koncentraciou
pridanej latky v kombinacii so sachar6zou zvySoval aj efekt na rast protokormov.
Z porovnania vysledkov G¢inku sachardzy a vybranych latok je zrejmé, ze glycin, ani alanin
nedokézu protokormu dodat’ dostato¢né mnozstvo uhlika. Protokorm preto pre svoj vyvoj

potrebuje prijat’ exogénny rozpustny sacharid, ako uz bolo zhrnuté v niekol’kych dalSich
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studiach (Smith, 1966; Ernst et al., 1971; Dostalova, 2016; Ponert a Lipavska, 2017; Ponert et
al., 2021). Napriek tomu, ze protokormy prijali vo forme pridanych aminokyselin aj uhlik, u
vacSiny variantov so samotnymi aminokyselinami neboli vytvorené dostatocné zasoby
endogénnych sacharidov pre vyvijajuce sa protokormy. To naznacuje, Ze tieto latky neboli
dostato¢nym zdrojom uhlika pre cely metabolizmus protokormov. Je naopak pravdepodobné,
ze skumané aminokyseliny slizia protokormom ako vyznamny zdroj dusika. S ohl'adom na
vyrazny pozitivny efekt kyseliny glutdimovej je relevantné spomenut, ze v stidii na orchidei
Aerides maculosum bola v degradujucich pelotonoch zaznamenand vysoka aktivita
glutamatdehydrogendzy (Senthilkumar et al., 2000). Je teda mozné, ze prenos glutamatu
z OMF do orchidei by mohol byt spojeny s fazou degradacie pelotonov. Kazdopadne ale
prijem a vyuzitie latok hubového pévodu zdlezi aj na konkrétnom mykorhiznom partnerovi, ¢i
jedincovi, alebo napriklad aj na zlozeni okolitého prostredia (Novotna ef al., 2023).

Pre lepsie pochopenie toku uhlika v orchideoidnej mykorhize je nutny detailnejsi
vyskum zahriiujici rézne druhy orchidei a dalSie aminokyseliny, pripadne ich rdzne
kombinécie. Zaroven aj vysledky z extrakcie rozpustnych sacharidov a Skrobu z variantov
obsahujucich pridavok kyseliny asparagovej a pyruvatu mohli ukazat’ zaujimavé trendy. Tie
sa vSak nepodarilo ziskat vzhl'adom k ich neiimyselnému zni¢eniu. TaktiezZ nebolo mozné
tieto experimenty zopakovat, ato kvoli dizke ich trvania, kedze semend D. majalis sa

kultivuju az 4 mesiace.
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Z.aver

Diplomova praca bola zamerana na vyskum vplyvu vybranych aminokyselin
a pyruvatu na rast a vyvoj protokormov orchidey Dactylorhiza majalis. Cielom préace bolo
zistit, akd je schopnost’ orchidei vyuzivat’ tieto latky ako zdroj zivin a energie.

Experimenty vedené k tejto diplomovej préaci ukazali, ze enzymaticky hydrolyzat
kazeinu moze sluzit’ ako ciasto¢ny zdroj uhlika pre protokormy. Jeho zmes so sachar6zou
podporovala rast protokormov najviac, pricom samotny hydrolyzat kazeinu napomahal rastu
viac, nez samotna sachar6za. To poukazuje na schopnost’ orchidei efektivne vyuzivat volné
aminokyseliny. Kyselina glutamova moze sluzit’ ako vyznamny zdroj uhlika pre vyvijajici sa
protokorm. Z aminokyselin testovanych v tejto praci podporovala rast protokormov najviac,
aaj bez pridavku sacharézy dosahovala lepSich vysledkov, ako pyruvat alebo samotna
sachar6za. Kyselina aspardgova moéze pravdepodobne tiez slizit ako zdroj uhlika pre
protokormy, aj ked’ rast podporuje menej ako kyselina glutimova a nedokaze plne nahradit
sachardzu. V pritomnosti sacharézy moze rast protokormov vyrazne zlepsit. Glycin a alanin
zrejme nie su prili§ vyznamnym zdrojom uhlika. Rast protokormov podporovali menej ako
sachardza alebo kyselina glutimova a k vyraznejSej podpore rastu protokormov doslo len
v pritomnosti sachardzy. Pyruvat pravdepodobne moéze sluzit' ako zdroj uhlika. Rast sice
nepodporuje tak vyrazne ako kyselina glutdmova, ale pri nizSich koncentracidch modze
nahradit’ sachar6zu. Vysledky teda ukazuji, Ze nie vSetky aminokyseliny st pre rast orchidei
rovnako uc¢inné, a Ze ich efektivita méze byt ovplyvnena aj ich koncentraciou v kultivatnom
médiu. Niektoré aminokyseliny vSak mozu nahradit’ exogénnu sachar6zu a sluZzit’ ako dobry
zdroj uhlika pre protokormy D. majalis. Z testovanych latok je najefektivnejSia kyselina
glutdmova.

Hlbsie porozumenie tejto problematike moéze prispiet’ k lepSiemu rastu a vyvoju
orchidei v kultiva¢nych podmienkach, o je dolezité aj pre hlbSie porozumenie metabolickych
potrieb orchidei a mechanizmu prenosu uhlika z mykorhiznych hib do orchidei. Na zaklade
dostupnych dat sa moézeme domnievat’, Ze dochadza k prenosu rozpustnych sacharidov aj

aminokyselin.
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